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I - INT RODUCCION
1.1. La M i c r o b iologl a del Petrôleo: Breve rev ision bib liogr âf i
ca
El estudio de la deg radaci ôn  y u t i l i z a c i ô n  microbi an a 
de les productos, del petrôleo, constituye una rama r elat iv amen- 
t e moderna de la M icrob i o l o g î a . Solo a partir del aîio 1945, po - 
demos enc ontrar una b i b l iegra fî a que ne e m p ie za a ser abundante 
hasta mas alla de 1960.
Bin embargo, las re visiones b i b l i o g r â f i c a s  citan refe- 
rencias de trabajes que merecen e 1 calif i c a t i v e  de histôrices. 
As î A .E . Humphrey ( 1967 ) considéra  la fecha de 1 895 ceme e 1 e r ^  
gen de la M i cr eb ie legîa  de les H idrec ar bures , citande la ebser- 
vaciôn de M. Miyeshi, de que un henge, Betryti s c i r e n e a , pedîa 
atacar a las parafinas. J.C. Senez (196*91 da cuenta de un trab_a 
je realizade en 1906 per Rahn cemp reband e que Pé ni c i l l i u m  glau- 
cum puede de sarrellarse a partir de p a r a f i n a  cemercial. Les tra 
bajes de Sohngen (1906) (1913) son ya de gran interâs cientîfi-
ce, demostr an de se en elles la u t i l iz ac iôn del metane y aislânde 
se 17 estirpes de bac terias capaces de crecer en div er sas frac- 
ciones p e t r e l î f e r a s .
Desde estes primeros trabajes hasta la apa riciôn en 
1945 de la primera patente americana que p r e ponîa  un sistema de 
pr osp eccione s petrelîf er as  basadas en estas têcnicas, las cemu- 
ni cacienes sobre e 1 tema fueron muy i n f r e c u e n t e s . Eue hacia e s ­
ta fecha cuande emp ezaren a pub li ca rse les primeros trabajes se 
bre ataque a les hidre ca rb ures r eali za des ya en el laberaterie. 
Hay que des ta car que per entonces se creîa que la facultad de - 
me tabol iz ar  hid rec arbur es  era una prepieda d e s p e cîfic a que pre- 
sentaban muy pecos mic re er g a n i s m o s  del suele y que a parti r de 
este memento se empezô a considerar ceme un heche amp liamente - 
exte ndi de entre una muy diversa gama de m i c r e e r g a n i s m o s  cuya 
d is tri buc iôn ne quedaba loca liz ada en el suele, sine prâctica-- 
mente en todes les medies ecolôgi cos imaginables.
Les primeros trabajes fueron orient ad es esp ecialme nte 
al d e scubri mi en to de mêtedes m i c r e b i e l ô g i c e s  de interês en las 
prespec cie nes petrelîferas. Bin embarge , y aunque el tema teda- 
vîa re ci entemente ha side ebjete de est udies, pr ente  se llegô a 
la cenclusiôn de que a pesar de que en ciertes cases el estudie 
de la presencia de micr ee r g a n i s m e s  que u t i li zan hid re carbu re s -
puede poner de manifi esto algunos dates impertantes sebre la - 
distribuciôn de les yacimiente s de petrôlee, el des ar rello de 
mêtedes quîmices directes para la i d e n t ificaci ôn  de trazas de 
h id re car bures (crema te gr afîa de gases, per ejemple) pe rmite de_ 
cidir cen mas rapidez y seguridad en la mayerîa de las ecasio- 
nes. Brisbane y Ladd (1964) hacen un a re visiô n co mpl éta del te_ 
ma y llegan a esta cenclusiôn. En cualq uier case, t o d av îa se - 
investiga en este campe, y en el trat ade de Davis (1967) se 
pueden enc entrar sugerencias sumamente i n t e r e s a n t e s .
Otres tipos de pre blemas a les que se dedicô especial  
atenciôn en trabajes r e l a t ivame nt e recientes, fueren les rela- 
cienades cen la cerresiôn y el ataque a les combus tibles,  par- 
tic ularm en te a les que utilizan les meteres de aviaciôn. Un es_ 
tudie detallade sebre este tipe de inv estigaciô n, se e n c u entra 
en el libre publicade per Sharpley (1964) aunque habîa side 
ce nsi derade muche tiempe atrâs per B ee rs techer (1954).
Mas recie nte mente , les trabajes tienden a e n c e nt ra r un - 
a p re vecham ie nt e ind ustrial de tedas estas ac ti vidades m i c rob io  
lôgicas. Pedemes citar ceme mas interesantes a este respecte, 
les de Raymond y Davis (1960) sebre el d e s p a r af in ade m i c r e b i e -  
lôgice de les crudes de petrôlee; las patentes de Cham pagnat  y 
Cel.(1963) (1966) sebre ebtenciôn de cencen trades p rete in o-vi
tamînices, utilizande ceme ma terial base les crudes de la frac 
ciôn gasoil; la ebtenciôn de cantidades r ela ti vamente  altas de 
acide salicîlice y de acide 1-glu tâmice segûn les trabaj es de 
Hosier ( 1 963 ) y de Yamada y G e l . ( 1965 ); la p r e d ucciôn  de âci-- 
des nucle ice s est udiada per Fukuda y G e l . ( 1 969 ) y, final mente 
experiencia s muy interesantes de Davis y G e l . ( 1964 ) y etres in 
vestigader es  americanes, sebre la fijaciô n de nit r ô g e n o  atmos- 
fêrice per bacterias que exidan el metane.
Segûn Humphrey ( 1 967 ) hasta 1 967 y desde 1 950 habîan  ap_a 
recide alrededer de 500 cemuni cacienes rel at iv as a estes temas 
y una decena de revisio nes b i b l i o grâfica s générales y par ti cu-  
lares, ademâs de des libres. En la a c t u ali da d se pueden c o n s i ­
derar incr ementados en un centenar, por le menes , el n u méro de 
p u b 1 i c a c i one s y existe un nueve tratado complète.
Gemo sehala muy ace rtad am ente Amp hl ett (1966) en los u l ­
times afies ha habide un cambie radical en cuante a la importan 
cia cencedida a les diverses temas dentre de la M i c r e b i e l e g î a  
del Petrôlee, disminuyende les estudies rel acienad es  cen los - 
fenômenos de deterioro y centamin aciôn en favor de los que tra 
tan de las pos ib ilida des de sîntesis de diferentes productos. 
Para ê 1 este cambio es debide sebretodo, al mejor c o no cimient o 
adquiride de la bioquîmi ca y de la m i c r e b i e l e g î a  bâsica de les 
preceses de ferm entac iôn de hidrecarbur es. Geme ntare me s a cen- 
tinuaciôn, les temas générales que, segûn este misme auter, 
abarcarla el âmbite de la M i c r e b i e l e g î a  de Petrôlee:
a) El use de mêtedes b a c t e r i e l ô g i c e s  en la bûsqued a de - 
nueves ya cimient es naturale s de pet rôl ee y g a s . Desta 
can en este campe las exp erie ncias de i n v e s t igaderes 
ruses, esp ecialmente M e g i l ev sk ii y Sekelev .
Como ya hemos indicado a n t e r i o r m e n t e , los m e t odos  de 
analisis quîmicos han d esplaz ad o a los p r o c e d i m i e n -- 
tos m i c r o b i o l o g i c o s ; estos consisten en el est udi o - 
cu antitativ o y cu al i t a t i v o  de la flora m i c r o b i a n a  —  
del suelo, resp on sable de la oxid aciôn  de metano, 
etanO; propano, heptano y parafinas de cadena l a r g a . 
Los resultados  son de interês muy variable pero pode_ 
mos afirmar que, en general, la esp ec i f i c i d a d  de su_s 
trato de mas valor prâctic o es la de las bacte ri as - 
que emplean etano y propano, siendo por el c o n t rario 
las bac terias del metano muy poco especîfica s y, por 
lo tanto, de poco interês su i n v e s t i g a c i ô n .
b) El papel geol ôg ico de los m i c r o o r g a n i s m o s  
en el origen de los depôsitos de petrôleo, y losles- 
tudios e x p é r i men ta les sobre sîntesis de h i d r o c a r b u - -  
ros y producto s r e l a c i o n a d o s , por m i c r o o rgan is mos. - 
El trabajo mas completo d e s a r r o l l a d o  en este camino, 
lo constituye el d e n o min ad o Proye ct o 43 de la A m e r i ­
can Petrole um  Institute (A.P.I.) dirigi do por Zobell, 
Whitmore y Mead y rea li zado en très dir ecciones: 1) 
estudio del papel real de las bacteri as mari nas en - 
la conv ersiôn de la mater ia orgânica de pet rôl eo
2 ) efectos fis icoq uî micos y m i c r o b i o l ô g i c o s  de la 
t r an sforma ci ôn de la mat eri a or gânica en pe trô l e o  y
3) efecto de la r a d i o a c t i v i d a d  n a t ur al sobre la modi 
ficaciôn de la materia org ân ic a s e d i m e n t a r i a .
La i n v e s t igaciôn llevada a cabo con dé s i g n a i  êxito - 
parece indicar un origen mic r o b i a n o  de los sedim en -- 
tos recientes de p r o t o p e t r ô l e o . Segûn los esquem as - 
propuestos, jugarîan un importante papel en este pro 
ceso las bacterias reducto ras de sulfates, que produ 
cirlan bisulfu res de hierro y serîan la fuente del - 
hidrôgeno ne cesaria en la fermaciôn inicial de hidro 
carbures. Otras teorîas suponen la po l i m e r i z a c i ô n 
del me tan o formado por bac terias o mâs v e r o s î m i l m e n -  
t e , una dec a r b o x i l a c i ô n  re du ctora de los âcidos gra- 
sos .
Las teorîas biol ôgi cas de la fermaci ôn del pe tr ôleo 
han side criticadas de nuevo hace relat i v a m e n t e  poco 
tiempo por algunos geôlogos ruses, que p r e tenden  r e -
novar las antiguas teorîas de 1 origen abiôtico. ---
Oppenhei me r (1965) hace una re v i s i ô n  general sobre - 
estos t e m a s .
c) Problemas mi c r o b i o l ô g i c o s  que se pl an tean 
en la extr acc iôn de los crudes en los campes pe trol î 
feros. Princi palmen te  se trata de cubrir dos o b j e t i ”  
vos interesantes, cuya soluciôn puede suponer una 
gran ventaja econômica. Por un lado, es bien sabido 
que una buena pre pe rciôn  del pe trô le o que se e n c u e n ­
tra en un yacimiento, es ret en ido por las rocas sedi 
mentarias a c o m p a h a n t e s , siendo a ctua lm ente imp osible 
su extracciôn. Este petrôl eo no r ecu pe rable puede su 
poner entre un 20 y un 80% del original, por lo que 
se comprende el interês que tiene el faciliter su ob 
tenciôn. Las soluciones m i c r o b i o l ô g i c a s  ens ay adas —
c o m p r e n d e n : 1) La di solucion de las rocas sed imen ta --
rias por âcidos or ganicos y acido car bonico p r o d u c i d o  
en el meta bo lismo microbiano; 2 ) el efecto d e t e r g e n t s  
de sus tancias ten soac tivas  pro ducid as por bac t e r i a s  y 
3) arrastre del crudo por gases (hidrôgeno y metano).
Aunque existen numer osas patentes am ericahas que p r e ­
tenden res ol ver estos problemas, en la prâct ic a no se 
utilizan, por resultar en su may or parte inûtiles. En 
frase de Davis "la literat ura de las patentes es fre- 
cue nt em ente un medio gracias al cual se pu blican  y 
d es criben pr oceso s m i c r o b i o l ô g i c o s  puramente  e s p e c u l a  
tivos". Los resu lt ados prom et edores obtenidos por Z o ­
bell con bacter ias re ductoras de sulfatos (p articu la r 
mente D e s u l f o v i b r i o ) tropezaron p o s t e r i o r m e n t e  con in  ^
co nve ni entes ins alvables sobre todo el efecto corr osi
vo del SH producido sobre las h e r r a m i e n t a s .
2
En Rusia se hicieron pruebas sobre el terreno, diri g i 
d as por Mushim y Zlo tn ikov (citado por Davis de D o s t ^  
lek) (1967); en ellas se inyectaban cultivos de bacte_ 
rias producto ras de metano, m a n t e n i ë n d o s e  en con di cio 
nés ana erobias durante perîodos de tiempo del orden - 
de 6 meses. Los re sultados aunque positivos en a i g u —  
nos aspectos, no justif icaron la uti liz ac iôn de taies 
p r o c e d i m i e n t o s . Co ntr ariamente  a lo que se p r e t e n d î a  
y cabia esperar, la visc osida d del crudo au men tô c o n ­
si dér ablemen t e , si bien la p r o d uc ciôn del pozo se i n - 
crementô de 37 a 40 toneladas diarias durante los 4 - 
prime ros  meses de extracciôn. Se han ensayado otros - 
p r o c e d im ie ntos cuya descripciô n r e s u l t a r î a  d e m a s i a d o  
extensa en estas notas preliminares.
El otro campo de interês r e l a cionad o con la e x t r a c ---
ciôn de los crudos se refiere a la ut il i z a c i ô n  de bac 
tericidas y fungicidas (derivados de na f t a l e n o  sobre 
todo) para inhibir el crec im iento  de m i c r o o r g a n i s m o s  
que taponan los poros de las "rocas almacenes"; los - 
mismos microo r g a n i s m o s  (bacterias reductor as  de sulfa 
tos ) son causantes del deterioro del ma te rial ut ili za  
do en estas operaciones. Se u t i li za  tambiên como anti- 
m i c r o b i a n o , formol en 10 ppm. Senez (1971).
d) Con tami naciôn del petrôl eo  y sus fraccio 
nés, con la consecuente pêrdida del pro du cto y fenôme 
nos de corrosiôn del equipo. Este capîtulo de la Mi-- 
crobiologîa del Petrôleo, ha sido muy inv es tigado  por 
su importancia industrial. Los pr in c i p a l e s  p r o b lemas 
que surgen por la act iv idad m i c r o b i a n a  inde sea ble en 
te cn ologîa del petrôleo, pueden resu mi rse en los si-- 
guientes apartados: 1 ) cor rosiôn de metale s y forma -
de evitarlo; 2) t ap on amient o de las cond uc ciones y 3) 
contamin ac iôn del pet rô leo y sus d e r i vad os  con perjui 
cio para los motores de combustiô n y tanques de alma- 
c e n a m i e n t o .
Las principales bacterias r e s p o n s a b l e s  de la c o r r o ---
siôn per tenecen a los grupos de re ductor as  de sulfa-- 
t o s (De s u i f o v i b r i o ) y fer ro bacteri as  (Gallionella, --
L e p t othrix y Creno trix ) . En cuanto a la forma de evi- 
tarlas se emplea n sobre todo aminas a l q u i l s u s t i t u i d a s  
y compuesto s de amonio cuaternario.
El t a p o n am ie nto de las cond uccione s lo producen prin- 
c ip alm ent e Pseu domonas  y D e s u l f o v i b r i o , pero aparecen 
tambiên ba cte rias oxidantes del ion ferroso (C a u l o b a c - 
teriaceas y C l a m i d o b a c t e r i a c e a s ) citadas en el grupo 
anterior. El efecto pri nc ip al es causado por la forma_ 
cion de sulfuro de hierro en presen ci a de m a t er ia  o r ­
gânica, p a r t i c u l a r m e n te los p o l i s acar id os de la pared 
bacteriana.
La c o n t a mi na ciôn de product os  derivados del p e t rôleo  
ha sido un probl em s ext ensamente  tratado por la l i t e ­
ratura. Son muy interesant es los trabajos de Allen y
Col. (1945) sobre la conta mi naciôn de gasolina y ---
otros com bust ibles uti liz ados por los motores de a v i ^  
ciôn; estos ul ti mos  son mejor utiliza do s por los mi-- 
c r o o r gani sm os por tener cadenas par afîni ca s mâs lar--
gas , hecho co mprobado por nosotros. Begun Davis ---
(1967) podemos citar tres méca ni smes m i c r o b i o l ô g i c o s 
en la des tru cc iôn de gasolina  y comb ustibl es  de a v i a ­
ciôn:
1) C recim ie nto m i c r obi an o a cargo de los 
hidro c a r b u r o s  de la mezcla
2) Crec imien to  debido a la pre se ncia de - 
aditivos orgânicos
3) Pro ducc iô n de sulfuro de hidrô ge no por 
ba ct eria s reductor as de sulfatos, que 
r e a c c i o n a n d o  con los co mponentes  res-- 
tantes darîan sulfures orgânicos fuer- 
temente corrosives.
Para evitar estos pr oblemas se pueden citar varies 
p r o c e d i m i e n t o s :
1) El im in ar la pr esenci a de agua en el
fonde de los re cipient es  que van a al
m a c e n a r  o contener el producto.
2) Obtener combu st ib les que sean lo mâs -
r e f r a c t a r i o s  posibles al ataque m i c r o ­
biano o eli mi nar de elles los que sean 
p a r t i c u l a r m e n t e  susceptibles. Lo mismo 
se puede decir para los aditivos.
3) U t i l i z a c i ô n  de produ ctos antimic ro bia- 
nos .
Menciôn aparté merec e la de gr adaciôn  m ic robian a de los 
asfaltos , capîtul o al que quizâs no se ha dado la de - 
bida importancia por las d i ficul ta des que entrana su 
i n v e s t i g a c i ô n . Los fen ômenos de " e n v e j e c i m i e n t o " de -
estos productos, (Hidalgo, 1964) serân debidos en ---
gran parte al ataque rea li zado por determi na das e s p e ­
cies de bacterias  capaces de util iz arlas como ûnica - 
fuente de carbono. Son muy in teresantes los trabajos 
re alizados por Phi llips y Tra xler (1963) (1965) (1969)
con asfaltos n a t u r a l e s  y produc tos asfâlticos de des- 
tilaciôn; estos u l times son deg rad ados con mayor faci
lidad por ser mas alto su contenido  parafinico,
Debido a la impor tan cia de los betunes como ma t e r i a l e s  
de con s t r u c c i o n  , la i n v e s t i g a c iôn de este p r o bl ems mi- 
c r o b i olog ic o es de un gran interês. Por otra parte, 
hay que tener en cuenta la pr e s e n c i a  de estos sustra-- 
tos de compuestos aro mat ic os complejos, que son consi- 
der ados como a n ti bi ôticos  y, en cambio, pa rec en ser de_ 
gradados por ciertos mi cr oo rganism os .
Las enzimas implicadas son in du cible s y los gêneros 
mâs comunes son P s e u d o m o n a s , M y c r o b a c t e r i u m  y M i c r o c c o - 
eus .
El conjunto de este cap îtulo de la M i c r o b i o l o g î a  d e 1 - 
P etr ôleo ha sido rev isado por Sha rpley (1966).
e) Trans f o r m a c i ô n  m i c r o b i o l ô g i c a  y b i o q u î m i c a 
del p e t rôleo  y sus componen tes . In cluiremos  en este -- 
a pa rt ado todo lo re ferente a los pr ocesos m e t a b ô l i c o s
r ea liz ado s sobre sustratos hid rocarb ur os. Aunque d i ---
chos pr ocesos se re su men  mâs ade lante, indi caremos  aho 
ra que la literatura  es muy abundante  en trabajos de - 
este tipo. Los mâs inter esant es , se refiere n al metabo  
lismo de los distinto s grupos de hi drocarb uros.
En general se est udian por se parado las parafin as  ( l i ­
neales ram ifi ca das y cîclicas), las olefinas y aromât^i 
C O S .  La b o b l i o g r a f î a  es muy escasa, en cambio, en lo - 
que se refiere a la d e g r a d a c i ô n  de h e t e r o c i c l o s , tema 
que serîa de interês por trat arse de mol êc ulas que pue 
den p r o p o r c i o n a r  una fuente de azufre y n i t r ô g e n o  en - 
la fermentaci ôn  de hidroc arburos .
En cuanto a las parafin as son mejor m e t a b o l i z a d a s  las 
de cadena lineal y, entre ellas, las que tienen 8 a 18 
âtomos de carbono, (Poster, 1962). Mo lêc ula s mâs peque 
has in terfieren al parecer con el crec imiento, por su 
efecto sobre la pared celular, (Humphrey, 1967); por - 
el contrario, molêcula s mayores son menos a c c e sibles  - 
al m i c r o o r g a n i s m o  por ser sôlidas a las temp e r a t u r a s  - 
normales de cultivo. En cua lq uier caso, como nos otros 
hemos comprobado, ambos tipos de parafinas, menores de 
C5 y mayores de Cl 8 soportan el c r e c i mi ento y son uti- 
lizadas como fuente de car bono por algunas bacterias.
Las parafinas r amific ad as o cîclic as  son m e t a b o l i z a d a s  
en menor grado; s in embargo, a pesar de lo que la bi-- 
bl io graf îa  afirma Humphre y (1967), no son escasas las 
bacterias capaces de u t i l i z e r  en su me ta b o l i s m o  algu-- 
nos de estos productos. Los m e c a n i s m o s  b i o q u î m i c o s  es - 
tan com pe ndiados  en las re vi siones de Foster (1962), -
Mc kenna y Kallio (1965, 1966 y 1968) y Van der Linden 
y Thijsse (1965).
Los anillos ben cênicos son d i f î c i l m e n t e  me t a b o l i z a d o s  , 
siêndolo sobre todo por bacteri as  del gênero Pseudomo- 
m o n a s . Se citan ademâs , fr ecuentes fenômenos de co-oxi 
daciôn es decir ut ilizaci ôn  de otro tipo de h i d r oc ar bu 
ros como fuente de carbono y oxi d a c i ô n  simu ltané s de -
otras mo lêculas incapaces por si mismas de s o p ort ar  el 
cr ec im ien to del microorganis mo. Al pa recer las p a r a f i ­
nas cîclicas tambiên sufren fenômenos de c o - o x i d a c i ô n . 
Las vias me ta bôlicas de ataque a anillos a r o m at icos se 
resumen mâs adelante y han sido re visados  por Trec ca ni 
(1965) Humphrey y Evans (citado por Amphlett 1966) e n ­
tre o t r o s .
f) El uso de procesos b a c t e r i o l ô g i c o s  para la 
ob ten ciôn de productos de interês ec onômic o a p a r t i r  - 
de hidro carburos. Siguiendo a Amphlett (1966) pode mos  
esta bl ecer dos grupos de inves tigac io nes : las que se - 
dirigen a la pr oducciôn de biomasa, y las que van e n c £  
minadas a la obtenciôn de otros produ ct os ali m e n t i c i o s  
de interês, como pueden  ser vitamin as y am ino âcido s.
La con versi ôn del carbono e h i d r ôg en o (y p o s î b l e m e n t e  
azufre y nitrôgen o tambiên) de las rés er vas de pe trô--
leo, en alimentes para animales e incluse a p r o v e c h a ---
bles en la dieta humana, puede r e p r e s e n t a r  una fuente 
nu tr it ive Importante en el future. La d i f i c u l t a d  mâs - 
grande con que tropieza este tipo de trabajos, radi c a  
en conseguir un produc to sa nitari am ente ac ept abl e , e 1^  
m in ando todas las posibles  impurezas como pueden ser - 
restes del h idr oc arburo s in me tabolizar. Aunque los 
pr ime ro s trabajos no resu ltara n s a t i s f a c t orios , en la 
ac tualidad se trabaja ya a nivel in dustrial en las in^ 
talaciones  de la BP fra nce sa de Lavera (Marsella). En 
los ultimes afios han sido pat en ta dos algunos mê todos - 
para conseguir la p u r i f ic ac iôn del m a t er ial a l i m ent i- - 
cio. Los mi cr oo r g a n i s m o s  mâs comun mente utili za dos son 
levaduras de los gêneros C a n d i d a , Torula y Torulo ps i s .
Muy interesa ntes son los trabajos publ ic ados por C h a m ­
pagnat (1963), Vernet (1965), Azo ulay (1966) y Senez 
(1969).
Por otra parte, las soluciones de la BP estân e n c a m i n ^  
das no solo a obtener unas proteïnas a l i m e n t i c i a s , si- 
no a producir, al mismo tiempo, un de sparaf inado micro_ 
biolôgico de los crudos de gas-oil; este pr oc eso m a j o ­
ra la calidad del pr oducto  final y se re alizab a hasta 
ahora por mêtodos quîmicos. El estudi o del c o n t enido - 
en amin oâc idos y vit aminas del co nc e n t r a d o  obteni do  re^ 
vela una elevada c o n c e n t raciôn de a m i n o âc id os como, li 
sina y treonina, que son escasos en las prot eï nas de - 
gramîneas que se emplean en a l i m e n t a c i ô n , siendo en 
cambio pobres en otros que abundan en dichas proteïn as; 
todo ello indica la c o n v e niencia  de asociar los dos t i 
pos de alimentes para cons eguir  un pr oduct o de gran ca 
l i d a d .
La obtenciôn selectiva de otros compue st os org ânicos -
uti li zand o hidroc arburo s como ma t e r i a  prima esta a c ---
tualmente siendo invest igada en muchos laborat ories. - 
Destaca p a r tic ul armente  la p r o d uc ci ôn de âcido glu tâmi 
ce por ciertas estirpes de Ps eu domonas  y Nocardi a estu 
diada por Shiio e Igushi (1963-71). Otros pro du ctos en 
estudio son âcido salicîlico a partir de naftaleno, 
âcidos grasos, giber elinas y âcido gi be rêlico, âcido -
benzoico (Am phlett 1967), Acidos nu cleicos (Fukuda -
1969), e t c .
1.2. Mic r o o r g a n i s m o s  que in tervienen en estos procesos
Como ya hemos indica do  ant er iormen te  son muchos los 
mi croor g a n i s m o s  distintos  capaces de utilizer los h i d r o ca rburos  
como unica fuente de ca rbo no, en un medio que solo posea ademâs 
sales minérales.
Fuhs (citado por Foster, 1962) pr oporcio na  una lista - 
que com prende alrede do r de 100 nombres entre bacterias, actino- 
micetos, levaduras y bongos. Sin embargo, como hace notar el 
prop io Foster, estos m i c r o o r g a n i s m o s  han sido aislados s i g u i e n ­
do las têcnicas de e n r i q u e c i m i e n t o  de cultivos y emple ando muy 
difere nte s h i d r o c a r b u r o s  como fuentes de carbono unicas. Cuando 
para atacar di fe r e n t e s  sustratos,  se observa que la e speci fi ci- 
dad es re la t i v a m e n t e  grande y la variedad de organi smes o b t e n i ­
dos en un trabajo de a i s l a m i e n t e  sobre un sustrato concrete es, 
en c o n s e c u e n c i a , muy reducida.
Kester (1961) ha hecho en Austin un estudio completo - 
de las clases de m i c r o o r g a n i s m o s  obtenidos del suelo, en expe-- 
rimentos, en los que empleô un gran numéro de h i d r o ca rb uros p u ­
res como ûnica fuente de carbono. Tambiên variaba las condicio- 
nes e x pé ri mental es  entre los limites habit uales en este tipo de 
trabajos. Los m i c r o o r g a n i s m o s  mâs frecuent emente obtenidos per- 
tenecîan a los siguien te s gêneros; Streptomyce s , N o c a r d i a , M y c o ­
ba cte rium , C o r y n e b a c t e r i u m  y B r e v i b a c t e r i u m . Otros micro o r g a n i s 
mos obtenidos con basta nt e fre cu encia en las experienc ia s de
Kester fueron: P s e u d o m o n a s , F l a v o b a c t e r i u m , A c h r o mo bacter  y ---
unas pocas especies de hongos f i l a m e n t o s o s .
En una segunda e x p e r i e n c i a  el mismo autor comprueba, - 
util i z a n d o  estirpes de col ec ciôn, que la facultad de u t i li ze r - 
hidrocarbu ros estâ a m p l i a m e n t e  extendida entre bacterias y h o n ­
gos que, s in embargo, no apar ec en en los medios de e n r i q u e c i ---
miento u tili za dos comu nment e para su aislamiento. Emplean do  n- 
tridecano, que en e x p e r i e n c i a s  previas se habia comportado como 
uno de los h i d r o c a r b u r o s  mâs fâcilment e atacados, comprobô el - 
cr eci miento de bacter ia s como A l c a l i g e n e s , B a c i l l u s , F l a v o b a c t e ­
rium y M i c r o c o c c u s . Entre los hongos, encuentra  los gêneros ---
A c r e m o n i u m , As pe r g i l l u s  , C e p h a l o s p o r i u m , C o l l e t r o t r i c h u m , Fusa -
r ium y M o n i l i a . Por sup uesto, todos estos m i c r o o r g a n i s m o s  h a ---
bian demo s t r a d o  ser cap aces de crecer u ti li zando otras fuentes 
de carbono.
De estos trabajos se puede concluir, que la u t i l i z a ---
ciôn de los diversos tipos de h i dr ocarbur os  es una caracte ri sti  
ca mâs ex ten did a de los que cabia esperar en la natura leza, y - 
que pueden ser anadidos estos pr oductos en la lista de los u t i ­
lizados ru ti na r i a m e n t e  en los trabaj os de si stemâti ca m i c r o b i a ­
na. De hecho, para casos co ncreto s se han empleado y a , sobre to 
do los aro mâticos, en la d e t e r m i n a c i ô n  de algunas especies. Ade
mâs se han aconseja do me dios sélectives con parafinas, como ---
fuente de carbono ûnica, para el ais lamie nt o de las estirpes 
del gênero M y c o b a c t e r i u m . Ul ti m a m e n t e  se ha descrito por d i v e r ­
sos autores, algunas e s p ec ie s nuevas ca racterizada s por su capa 
cidad de atacar h i d r o c a r b u r o s  (lizuka, 1964). ~
En cuanto a la es pec i f i c i d a d  de sustrato, los t r a bajos  
al respecto parecen indicar que por lo menos serîa tan grande - 
como la que existe para otras fuentes carbonadas, como pu ed en - 
ser âcidos orgânicos, azücares, etc. Hay que sehalar que los -- 
d is tintos tipos de h i drocar bu ros no pr ese ntan la misma d i f i c u l ­
tad para ser m e t a b o l i z a d o s . Por citar algûn trabajo d*e los r e a ­
lizados en este sentido, de sc ribirem os br ev emente el de Lukins 
(1962) que nos parece bastantè ilustrativo. El autor citado, 
trabajo con 21 estirpes de M y c o b a c t e r i u m  pe r t e n e c i e n t e s  a 9 e s ­
pecies dife rentes y, aunque el trabajo no tiene la am plitud que 
serîa de desear por estar r e s t r i n g i d o  a un solo gênero, pone de 
man if iest o las lîneas générales del c o m p o r t amiento de las b a c t ^  
rias frente a los hidrocarburos. Utilize en primer lugar parafai 
nas lineales de uno a diecis ie te âtomos de carbono, o b s e r v a n d o  
que todas las estirpes cre ciero n en todas las parafinas  superio_ 
re s a 0^2 Y ni nguna de ellas en metano  ni etano; el 50% de las 
estirpes u t i l iz ar on todas las parafinas  a partir de C g . Solo 
una estirpe, que no pro ce dî a de colecciôn y habîa sido ai sl ad a 
sobre isobutano, creciô en 3 de las 11 pa raf inas r a m i f i c a d a s  en^ 
sayadas, mientras que el resto de las estirpes no u t i liz ô ningia 
no de estos hidrocarburos. Finalmente, sôlo una creciô oc asio --  
nalmente en las 8 olefinas, 4 parafi na s cîclicas, y 5 b e n c i l a l - 
canos probados. Como hemos indicado, este c o m p o r t a m i e n t o  es bas 
tante frecuente y serîa s i gnifica ti ve de un gran nûmero de g é n ^  
ros de bacterias y otros mic ro or g a n i s m o s ,  pero no se puede en - 
n ing ûn caso generalizar.
En otro ex perime nto similar r e a lizado con una est irpe 
de P s . aeru ginos a por Thijsse y Zwilling de Vries ( 1959 ) se e s ­
tudian par afinas rami ficada s derivadas  de hexano, hep tano y o c ­
tane, enco nt ra ndo que ninguna de las 4 derivadas del hexano era 
ut iliza da  para el crecimiento; sôlo lo fue 1 de los 8 he pt anes 
y 3 de 17 octanes. Aunque, en nue stro entender, se d e b ieron pro 
bar tambiên paraf ina s de cadenas mâs largas , de este tr abajo se 
pueden sacar ce nclusienes sobre el tipo de molêcul as  prefe re nte 
mente utilizadas, siendo êstas las m e t i l r a m i f i c a d a s  y sôlo cuan^ 
do las ra mi ficac io ne s quedaban separ adas por, al menos, 3 ô 4 - 
âtomos de carbono en lînea. Aunque es re alm ente exp ue sto gener a 
lizar con tan escasos dates ex pé ri mental es , y teniendo en c u e n ­
ta ademâs que se u ti lizaro n a menudo têcnicas de e n r i q u e c i m i e n - 
to con un h id rocarb ur o es pe cif ico para el aislami ento,  en n u e s ­
tro propio trabajo se sacan concl us iones similares. Un exper i--
mento mâs completo en la misma lînea ha sido r e a li za do por ---
Mck enna y Kallio (1964) u t i l iz ando 19 especies de los gêneros - 
Micrococ e u s , Ps eu domonas , Nocar dia y M y c o b a c t e r i u m . En pr im er  - 
lugar estudian estos autores el efecto de la ram if i c a c i ô n  en re 
laciôn con la posi bi lidad del ataque m i c r o b i a n o  a las para fi nas 
conc l u y e n d o  que cuando aparece mâs de un grupo meti l o  sobre un 
âtomo de carbono, p a r t i c ular me nte si se trata del p e n û lt imo de 
la cadena, el h i d r o carburo  es e x t r a o r d i n a r i a m e n t e  re sistente a 
la degradaciôn. Por otra parte al crecer la cadena lateral, la 
dificultad  aumenta y tambiên si el s us ti tuyente  es una p a r afin a  
cîclica. En otras experiencias, u t i l i z a n d o  fen ila lc anos , se de - 
muestra  igualmente que la inserciôn de un grupo m e t i l o  en la ca 
dena lineal (1- f e n i l d e c a n o ) dificu lt a c o n s ide rableme nt e el a t a ­
que a la molêcula; ademâs tiene tambiên un efecto c o n s i de ra ble 
la longitud de dicha cadena lineal (fueron mucho  meno s u t i l i z a ­
dos 1 - fe nilundeca no y 1- f e n i l d o d e c a n o ) y la pos ic iôn del grupo 
fenilo (los 6 fenilalcan os fueron peor m e t a b o l i z a d o s  ) .
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Mucho ïïiâs especîfico es el com po r t a m i e n t o  frente a h 
dr oc arbu ro s gaseosos y aromâticos. Conviens s in emba rgo  hacer 
hincapiê aquî sobre el fenôme no ya citado de la cooxidaciô n, 
Foster (1962), es decir, la oxid ac iôn de un sustrato que no - 
se ut il iza como fuente de carbono, en pre sencia de otro que - 
si puede ser utilizado. Este fenômeno parece estar muy exten- 
dido, y es importante tene rlo  en cuenta cuando se estudia el 
metabol is mo de mezclas complejas de hidro ca rburos,  como puede 
ser el gas-oil. Desde el punto de vista fisiolôg ico, puede ex 
plicarse este hecho, te nie ndo en cuenta que la incapac idad pa 
ra crecer sobre un deter minado sustrato puede ser no sôlo de - 
bida a la inc apacidad de oxidarlo, sino tambiên a la de utili 
zar los produ cto s de su oxidaciôn primaria. Se puede suponer 
tambiên (apoyândose en hechos e x p é r i mentale s)  una in hi biciô n 
del crec imiento por la pre se ncia de productos de cadena corta, 
derivados  del meta bo lismo inicial. Ishikura (citado por Fos-- 
ter) ha demostr ad o la tox icidad de algunos de ellos en c u l t i ­
vos de bacterias, levaduras y hongos sobre medios s in hidro-- 
c a r b u r o s .
1.3. - Resumen de los prin cipales  m e c a ni smos de araque a hi--
dr oc arb uro s
A con tinuaciôn  damos una idea sobre los m e c a ni sm os de 
mostrados o supuestos de ataque a los di sti ntos tipos de hi-- 
droc arburo s .
Teniendo en cuenta el sustrato, H u m phrey (1967) s é p a ­
ra 6 grupos bien definidos: a) metano; b) n-alcanos; c) i s oa^ 
canos; d) alquenos; e) cic loal canos  y f) aromâticos. Pasare- - 
mos revista a cada uno de ellos.
Metano
Se han sugerido 3 vias me ta b ô l i c a s  para la oxidac iô n 
ba c t eriana  del metano Foster (1962), Kallio (1963). Todos los 
autores coinciden al parecer, en que la pr imer a etapa del pro 
ceso serîa la incorporaciô n de oxîgeno gase oso para formar me 
tanol; a partir de aquî, se admiten 3 p o sibili da des, aunque - 
hay muchos puntos desconocidos.
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En esquema se puede resu mir asî:
Forma reducida Azucar fosfato(l)
02
CHi ^  C H 2OH
H 9O
- 9 H 9
^  CH 2O — ^  HCOOH — C O 2 (2)
2^2
H 2O
C H 2O  ■¥ HCOOH ► C O 2 (3)
La via (2) supone un ataque p e r o x i d a t i v o  del me tan ol - 
seguido de des hi dr ogenac iô n del f o r m a i d e h i d o . La (3) una d e s h ^  
drogenaciôn a for mald eh ido seguida de una ox id aciôn a âcido 
fôrmico y, finalmente, la interven ci ôn de una f o rm ic odeshi dr o-
genasa para dar C O 2 . El otro camino (1) serîa una i n c o r p o r a ---
ciôn de unidades C % reducidas, a un azucar fosfato.
b ) n-alcan os
Se han pro puesto varios mecanismos para distintas espe 
cies m i c r o b i a n a s .Stewart y Kallio (1959) obser va ron la incor- 
poraciôn de oxîgeno mo le cular por h i d r o p e r o x i d a c i ô n  ; este p r o ­
ducto es des comp uesto  para formar un alcohol pr im ario que, f i ­
nalmente, es oxidado al corres pondie nt e âcido pasando por el - 
a l d e h i d o :
R - C H 2- C H 2- CH3 
.4^ 0 2 
:Ho--  C 2~ CH2" CH2OOH
R - CHg- CHg- C H 2OH 4- 
I -2H 
R - C H 2- C H 2- CHO 
- 2H|- H 2O 
R - CHg- C H 2- C O O H + -
H^est er
J —  be ta-oxidax iôn
R - COOH
El âcido graso sufrirîa el proceso de b e t a o x i d a c i ô n .
Senez y Azoulay (1961), han encont ra do otro tipo de 
mecanis mos  que implica un a de shidro ge naciôn del alcano a alqu_e_ 
n o -1 seguida de adiciôn de agua al doble enlace para dar el 
alcohol primario:
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R - CH 2 - CH 3 
I -2H
R - CH = CH 2
I  H 20
R - CH 2 - C H 2OH
Foster y Leadbet ter descubren ademâs me til c e t o n a s  en - 
casos de ferm ent aciôn de alcanos de cadena corta (C3- C 5 ). Para 
explicarlo, proponen un equilibri o de radi cales libres entre - 
los carbonos terminal y subterminal, oc urrien do  la h idrop er oxi 
daciôn en uno de los dos âtomos de carbono i n d i f e re nt emente .
Finalmente, Ali Khan y Col (1963), observan una o x i d a ­
ciôn diterminal. Ocurre primero una oxidaciôn  mon ot erminal , 
pr obableme nte por h i d r o p e r o x i d a c i ô n , seguida por una omegaoxi- 
daciôn; la rotur a de la mo lêc ula tiene lugar por b e t a o xi daciôn 
de cada extreme de la misma. U ti lizando  un inhibidor  de la b e ­
taoxidaciôn, como el acrilato, se pueden obtener en estos ca-- 
sos âcidos d i c a r b o x î l i C O S , probab lement e interesantes  desde el 
punto de vista industrial para la obtenciôn de po lim eros 
(Thijsse, 1963).
c ) Isoalcanos
La oxidac iôn de parafinas r amific ad as estâ muy insufi- 
cientemente estudiada por ser, al parecer, un fenômeno menos - 
extendido  que el de las parafinas lineales. Como ya hemos ind^ 
cado, la oxidaciôn es menor cuantas menos r a m i f i c a c i o n e s  haya 
en la molêcu la y tambiên, cuanto mâs largas sean estas ramifi- 
caciones y mâs corta la cadena lineal que las soporta. Humphr ey 
(1967) deduce de este hecho la ex plicaci ôn de que la gasolina  
de automôvil no sea m e t a b o l i z a d a , cosa que, segûn n u est ra  e x p ^  
riencia, no es del todo cierta. Un trabajo int eres an te es el - 
de Thijsse y Van der Linden (1961), con P s .a e r u gin os a KSLA e s ­
tirpe 473. Encuentran estos autores como r e s u lt ad o Eê" la oxida^ 
ciôn de 2 - m e t i l h e x a n o , los âcidos 5- m e t i l h e x a n o i c o  y 2-metilhe 
xanoico. Este trabajo parece indicar que la oxida ciôn se real_i 





+ C - C - C - C - C - C O O H
c
I
> C O O H  - C- C-C-C-C
No hemcs encontrad o en cambio, ningûn trabajo que cite 
una oxidaciôn diterminal de un isoalcano.
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d) Alquenos
Las olefinas mâs fr ecuentemen te in ves tig adas fueron - 
alquenos-1. Para este tipo de compuestos Hu mp hrey cita 3 posi 
bles vias de deg radaciôn, siendo segûn este autor la (2 ) la - 
mâs frecuenteme nte encontrada en bacterias :
C H 3- (CH2 ) - CH = C H 2
i n
C H 2OH - ( C H 2 ) - CH = C H 2
i
(2) COOH - (CH2 )^ - CH = C H 2
OH OH 
>  C H 3- (CH2 - CH - CHg (1 )
>CH3- (CH2 ) - C H 2 - COOH (3)
El mécani sm e (1) fue demostrado por Bruyn (1954, cita 
do por Humphrey) para Candida lipotilica. El ataque en el e x ­
treme insaturado de la molêcula (3) ha sido ob servado  en aigu 
nos casos raros por Stewart y Col (1960).
e ) Ci clo alcan os
Hasta hace muy poco, se cons ideraba n productos resis-- 
tentes a la oxidaciôn  bacteriana. S in embargo, Ooyama y Foster 
(1965), traba jando con n-alcanos que Servian para soportar  el 
crecimiento compr ob aron la oxid aciôn sim ul tâ nea (co-oxidaciôn) 
de una serie de hid roca rb uros cîclicos. El pr oducto de la o x i ­
daciôn parece ser una cetona cîclica, pero se de sconoce n los - 
mecanismos intermedios. Las monole fi nas cîclicas como ciclohe- 
xeno, son t r a n sformadas tambiên en las cetonas c o rres po ndien--  
tes .
f) Aromâticos
Se conocen varias vias metabôlica s diferentes para la 
oxidaciôn de los hid roca rburos  aromâticos. Disti n g u i r e m o s  la • 
rotura del anillo bencênico  simple y la de co mp uesto s con mâs 
de un anillo.
1) Benceno: El mêtodo mâs difundido de rotura del a n i ­
llo bencênico simple se e s q u emati za  a continuaciôn:
B»nc«no
OC ^ C O O M
c it-c itwmmwico •tH
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Es decir una oxidaciôn a o rt od ifenol como prime r paso.
Treccani (1965), cita otros mec an ismos  posibles que no 
vamos a resumir.
Los alq uilbe nc enos con cadena lateral de mâs de dos 
âtomos de carbono son oxidados a los c o rre sp ondient es  âcidos - 
grasos b e n c i l s u s t i t u i d o s , siendo po s t e r i o r m e n t e  el iminada la 
cadena lateral por un proceso de beta -oxidaciô n. Para las cade 
nas s u s t i t uyen tes de nûmero par de carbonos, se suele ac umula r 
en el medio âcido fenilacêt ico (o bien o - h i d r o x i f e n i l a c ê t i c o  ) 
mientras que para las cadenas de nûmero impar se demu estra  la 
producciôn  intermedia de âcido cinnâmico ô benzôico.
2) Anillos bencêni cos complejos: Para los anillos c o m ­
plejos, las vias degrad ativas siguen caminos similares:
00 - oh-ocF-oc-cr
NotiBiMio Wf#####**%*
Para el naf tal en o se pasa por el 1-2 d i h i d r o x i d e r i v a d o  
encontrân dose como producto intermedio, el âcido sali cîlico  y 
siguiendo a partir de la p i r o c a t e q u i n a , por la vîa comûn.
Rutas metabôli cas similares se dem ues tran para otros - 
compuestos como antraceno y fenantreno. La inv est igaci ôn  de 
los metabo li tos intermedios de la oxidaciôn de anillos aromât_i 
C O S ,  tendrâ un importante papel para la obten ciôn microbiolôg_i 
ca de algunos compuestos de interês en la industria  de los p o ­
limeros.
1.4. - J u s t i fi ca ciôn de 1 trabajo
1.4.1. Just ificaciôn del tema
Despuês de consultada la b ibliog ra fîa sobre fermenta-- 
ciôn de h id ro carburo s nos decidimos a emp re nder un estudio si^ 
temâtico de los productos ext ra celular es  de degr adaciô n b a c t e ­
riana del gas-oil, por haber notado una laguna de informaciôn 
en este aspecto particu lar que, por otra parte, es de un gran 
interês teôrico y prâctico.
1 o
En primer lugar, los estudios real izados sobre f e r m e n ­
taciôn del gas- oil son escasos y sobre todo, muy con cretos en 
cuanto al tipo de mi croo r g a n i s m o s  utilizados. Por una parte, - 
se da pref e r e n c i a  en general, al cultivo de levaduras sobre el 
de bacterias, p r obab le mente porque desde un punto de vista eco 
nômico, las pri mer as son mâs renta bl es para la obtenciôn  de 
masa celular, y ademâs la separaciôn de las fases en un c u l t i ­
vo de lev aduras es mâs fâcil. Por otra parte, no se han hecho 
trabajos de tipo sistemâtico empleando varios m i c r o o r g a n i s m o s  
por separado, sino que se c u i t i v a n ,bien un det er mi nado m i c r o o r 
ganismo conocido, bien un a me zcla na tural de ellos s in hac er - 
un estu dio sistemâtico.
En el presen ts trabajo, que abarc a un nû mero suficien- 
temente el ev ado  de gêneros y especies dif erent es nos pro po ne-- 
mos observer, en las mismas cond iciones de cultivo y con el —  
mismo hi dr o c a r b u r o  como sustrato, los pro du ctos de oxida ci ôn - 
que se ac umu lan en la fracciôn extr acelula r li po soluble del me_ 
dio de cultivo.
Tampoco son frecuentes en la bibl i o g r a f î a  tra bajos en 
los que se utilicen mezclas complejas de h i d r o c ar buros, como - 
puede ser un gas-oil. Ello es lôgico, puesto  que las d i f i c u l t ^  
des del est udio se agravan p a r t i c u l a r m e n t e  en este tipo de pro_ 
ductos. S in emba rgo desde un punto de vista industrial, son ê^  
tos los sustratos mâs utilizables, en cuanto que son los mâs - 
econômicos, y los que en la pr âc tica se emplean ya en pro ce sos 
ferment a t ivos a escala industrial.
Como por lotro lado, se puede ase gurar, que los r e s u l t ^
dos de la oxidaciô n de una mezcla de hi d r o c a r b u r o s  h e t e r o g é ---
neos, no se pue de deducir estudia ndo cada uno de ellos por s e ­
parado, el estudio de la oxidaciôn del c o n junto es de gran in ­
terês. Podemos lar por lo menos, tres razones que confirman lo 
anterior: 1 ) en una mezcla de h i d r o ca rburos  se u ti lizarân  pre-
ferenteme nte  les mâs fâcilme nte a si mi lables  por los distintos 
tipos de mic roorga nismos . 2) Los produ ctos de la oxi daciôn pue_ 
den r eac ci onar con otros existantes en la m e z c l a  y 3) los f e n ^  
menos de co-oxida ciôn solo se producen cuando hay, al menos, - 
dos tipos de sustratos, uno utilizable para el c recim ie nto y - 
otro oxidable pero no utilizable como sustrat o alimenticio.
Nuestro trabajo va pues enc aminado, a diluc idar el t i ­
po de hidr o c a r b u r o  utilizado p r e f e r e n t e m e n t e  cuando hay mâs de 
un o en el medio, posibles oxidaciones de h i d r o c a r b u r o s  p r é s e n ­
tes y no utili zable s por separado, y produ ct os de la oxida ciôn 
que se acumulan en los medios de cultivo en las condicione s em 
pleadas por nosotros. Todo ello para un elev ado nûmero de b a c ­
terias de especies distintas, y lo mâs r e p r e s e n t a t i v o  posible 
de los mic r o o r g a n i s m o s  que utilizan hidro carburos.
Ne c e s ar i amen t e el trabajo p r o f u n d i z a r â  mâs en el aspec_ 
te s i s t e mâtic o de la fer men taciôn, que en el pûramente  bioquî- 
mico, hac iê ndose mâs hincapiê en las especi es distintas que ac_ 
tûan sobre el gas-oil y en el re sul tado final de los procesos, 
que en los distintos meca ni smos de ataque. Insisti re mos mâs en 
el anâlisis funcional de los produ ctos de oxidaciôn, que en --
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ave riguar con ex actitud de que producto  se trata.
Sin embargo, dada la comp l e j i d a d  quimica del gas-oil, 
hemos hecho algunos f r a c c i o n a m i e n t o s , con el objeto de simpli 
ficar el trabajo, aunque sin perder nunca de vista nu estra 
idea original. Estos fracei o n a m i e n t o s  van encamina dos ademâs, 
a conocer la com posicion del producto del que partimos, faci- 
litandonos de esta manera el analisis del mis mo por es pectros 
copia infrarroja. Muchas ban das de asignac iô n dudosa en el es 
pectro del gas-oil completo, pudier on ser explicadas te niendo  
en cuenta la fracciôn en que aparecian.
1.4,2. J u s t i f i c a c iôn de las têcnicas
En cuanto al mat eri al biolô gico empleado, nos pa re ciô  
de mâs utilidad aislar estirpes nat ur ales que em pl ear las de - 
colecciôn, dado que se trata de un estudio sistemâtico. Las - 
têcnicas de en ri qu e c i m i e n t o  estân para ello suf ic i e n t e m e n t e  - 
justificadas por la literatura y la experien cia. Por la razôn
anterior, preparamos muchos medios di fe rente s va riand o la ---
fuente ûnica de carbono en cada caso, con objeto de obt ener - 
estirpes capaces de atacar una gama amplia de pr oductos d e r i ­
vados del petrôleo.
La c r o m a t o g r a f 1a de columna, como queda d emos tr ado a 
lo largo del trabajo, résulta ser de gran prec isiôn en la s e ­
paraciôn de fracciones, siendo un mê todo que ademâs, permite 
obtener cantidades sufici entemen te  grandes para hacer despuês
los cultivos. Hay que tener en cuenta, que las diferente s ---
fracciones no son igualmente abu nd antes y que, por tanto, hay 
que partir de una gran can tidad del pr oducto completo, para - 
conseguir la suficiente, de algunas de sus fracciones.
El anâlisis de los pro du ct os del me ta b o l i s m o ,  se rea- 
liza utiliza ndo la e s p e c tr os copîa infrarroja. Las venta ja s de 
este mêtodo, para la aplicaciôn concreta que le damos, son - 
évidentes: en primer lugar, las ex igencias minimas de muestra,
cosa que es abs olut ament e i m p r e s c i n d l b l e , po rqu e como hemos - 
obs ervado en las experi encias previas, la cantidad  de hidro-- 
carburo utilizable en el cultivo debe ser n e c e s a r i a m e n t e  e s c ^  
sa para obtener buenos cre cimi entos ; ademâs, aûn siendo rela- 
tivamente grandes las co nc entraci on es de h i dr oc arburo , son en 
cambio muy pequehas las de los produtt os  de oxida ci ôn que apa^ 
recen en los cultivos.
Por otra parte, estas têcnicas estân es pec i a l m e n t e  in_ 
dicadas, para el estudio analitico de h i d r o c a r b u r o s  siendo -- 
los lîquidos, ademâs, de muy fâcil manejo.
El hecho de ser su st anc ias hid rô fobas, nos pe rmitiô - 
utilizer células de espesor fijo de CIN , lo que re pr é s e n t a  - 
una gran ventaja por ser el mêt o d o  p e r f e c t a m e n t e  cu an t i t a t i v o  
y, comparables en todos los casos, los espectros.
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II - MATERIAL  Y METODOS
2.1. - Metodos ba cteriologi cos
2.1.1. Ai slami ento
Los metodos empleados en el aisl ami ento del ma t e r i a l  - 
biolôgico, fueron los habituales en las têcnicas de enr iqueci- 
miento. Se partiô primero de una mu es tr a de tierra no rmal de - 
labranza, y posterio rm ente utilizamos en exper ien cias del m i s ­
mo tipo, tierra obtenida de los al rededores  de una bomba de 
gas-oil, con la que conseguimos mejores resultados.
Con todas las muestras se proce di ô a hacer diluciones 
en medio salino (9 grs de ClNa por litro de agua des tilada) es_ 
teril hasta la diluciôn 10 ^ , em pleandose un gramo de tierra. 
El medio base utilizado en la tecnica de enr i q u e c i m i e n t o  es el 
s i g u i e n t e :
Medio A
P O 4H (NHi,)2 ......................  2 grs
P O 4H K 2........ ......................  1 gr
SOt+Mg. 7H 2O ......................  0,2 grs
ClNa ......................  5 grs
Petrôleo bruto (crudo Hontomin) .....
Agua desti lada ............................
2 0 mis 
10 00 mis
Ajustar pH = 7 y solidificar con agar al 15/oo, p/v.
Despues de adicionar el agar se ahade el pe tr ôleo y se 
homogeiniza en batidora de labora torio durante 5 minutos. Se - 
reparte en tubos y se esteriliza a 120^C durante 20 minutos. A
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la hora de re pa rti rlo en las plaças, se manti en en estas ester! 
les sobre un pano hûmedo y se vierte sobre ellas el agar agi-- 
tando previ amente los tubos. El medio se echa a 42^0 y se m e z ­
cla perfe ctamente con el inôculo quedando cas! i n m e d i atame nt e 
solidificado con lo que se man ti ene la emu lsion  conseguida. El 
agar contribuye a m a n ten er  dicha emulsion. El medio queda homo 
gêneo y las colonias se destacan claramente sobre ê l .
P o s t e r i o r m e n t e , a la vista de los r esul ta dos de unas - 
pruebas previas de crecimi ento se m o d if ie © el med io ant er ior - 
de la siguiente forma:
P O 4H K 2...............................  1 gr
SOi+Mg 7H 2O ........................ 0,2 grs
ClNa ....................... 5 grs
Medio B C I N H 4 ............................ 5 grs
Agua destilada ................ 1000 mis
Agar   15 grs
pH = 7,2
Sol. de oligoe lementos   1 ml
La fuente de nitrôgeno, resultô ser la mâs adecuada, 
hecho que ya habîa sido comprobado por Shiio y Otsaka (1963).
El mismo medio anterior se utilizô en todas las expe-- 
riencias de aislamie nto, variando solo la fuente ûnica de c a r ­
bono. Se emplearon con este objeto s u c e s iv am ente , gas-oil, p a ­
rafina, queroseno, tolueno, be nc eno y xileno.
Finalmente se hicieron tambiên experience i a s , u t i l i z a n ­
do un medio sôlido con asfalto como ûnica fuente de carbono.
El producto emplea do fue Asfalto Rio Gulf de 120 pen. Se r e a l ^
zaron dos exp eriencias, un a en la que se cons eg uîa un a e m u l ---
siôn con benton it a sôdica y la otra con agar al 15/oo, siendo 
esta segunda la que d i ô resultados positivos, al aislarse en - 
ella dos estirpes. El medio se preparô fu n d i e n d o  el asf alto en 
un crisol y afiadiendo poco a poco el medio salino (medio B) 
con agar hasta la cantidad que pudo admitir s i n romper se la 
emulsiôn. Las cantidades de las dos fases m a n t i e n e n  a p r o x i m a d ^  
mente la pr oporciôn igual a la de otros medios.
Un a vez aisladas las colonias, y por estar frecue nte-- 
mente las plaças invadidas de mohos, se hace en todos los ca-- 
sos un a siembra en la plaça de agar caldo comûn, para separar 
por estrîa posibles contaminantes. Al mismo tiempo, se estudia 
al mi croscopio  la pureza de los di sti ntos cultivos.
De la tierra de labranza se ai sla ron 10 estirpes. De -
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la impregnada de gas-oil se se pararon 2 4 y, finalmente, en una 
prueba realizada con tierra proc éda nte de una gaso liner a donde 
estaba sometida a la pre sencia de gasolina, gas-oil y aceites 
lubri can tes se aislaron 10 nuevas estirpes. El tipo de h i d r o —  
carburo empleado como fuente de carbono en la separaciôn  de c ^  
da una de las especies, estâ indicado mâs adelante en los es-- 
quemas de clasificaciôn.
2.1.2. - Medios de cultivo
Una vez aisladas las especies u t i l iz ad as en el trabajo 
se mantien en en colecciôn en aga r - c a l d o  comûn, en tubos incli- 
nados en câmara frîa, res embr ândose cada dos meses y m a n teniën  
dose por duplicado. Una de estas coleccio ne s se u t i liza en los 
cultivos mientras la otra queda solamente para la resiembra.
Las pruebas se realiz an inoculando a partir de caldo - 
comûn o de medio de Koser.
Los cultivos en h i d r o ca rb uros se hic ier on u t i l i z a n d o  - 
e 1 medio de sales citado ant er iormen te  (medio B).
Para las pruebas previas de selectivi da d de hidr ocarbu  
ros, 1,1 s condiciones empleadas fueron las siguientes:
- Matraces Erlenmeyers de 150 cc con 20 ml de medio
- 20 ml de hidrocarburo por litro de medio salino
- Agitaciôn: 150 rpm
- Temperatura; 2 6 ° C
- p H : 7,2
- Tiempo de incubaciôn: hasta 22 dîas
Para hidrocarburos sôlidos, las cantidades uti l i z a d a s
: ; o n sôlo ,a p l’o X i ma d a s .
En los cultivos en pent a d e c a n o  y te t r a m e t i l p e n t a d e c a -  
no, las condiciones variaron en los siguientes puntos:
- Matraces Erlenmeyers de 150 cc con 30 ml de medio
- 0,2 ml de hidrocarburo por 30 ml de medio
Los cultivos en el resto de las pruebas, se hicieron • 
'“Il .la;; condiciones siguientes:
2. U
- Matraces Erlenmeyers de 500 cc de capa ci dad con 50 ml 
de medio salino
- 4 ml de hid roca rburo  por litro de medio salino
- Agitaciôn 150 rpm
- Temp er atura 26QC
- pH: 7,2
- Tiempo de incubaciôn: 7 dîas
El inôculo fue de 4 ml de un cultivo en medio de caldo - 
comûn de 48 horas, por litro de med io salino.
La cantidad de hidrocarbur o utilizada en estas pruebas - 
responde a un compromise entre las n ec es idades de mu estra para 
los espectros y el hecho, d emostra do  en las pruebas previas, - 
d(' que valores de crecimiento son inv ersa mente propo r c i o n a b l e s  
a la cantidad de hi drocarbur os présente  en el medio. Esto es - 
explicable, si se tiene en cuenta que el ataque bact er iano al 
hidrocarburo, no depende de la cantid ad que haya en el medio, 
sino de la d i s p o n i b i 1 idad del mismo, y esta au menta con la su ­
perficie de contacte entre las dos fases, que a su vez depende 
de Ja emulsiôn lograda. Con esta pro porc iô n parece que los r e ­
sultados son ôptimos.
La velocidad de agitaciôn, si no ôptima, al menos es s u ­
ficiente, siendo mâs prâctica con el apa rato util izado  en los 
cultivos. Se probaron tambiên mat ra ces con agitaci ôn magnêtica, 
pero este mêtodo, s in producir resultados e v i d e nt emente  mejo-- 
r' e s , tf^ riia en cambio el inconven ie nte grande de exigir un a p a ­
rato p a r’ a cada cultivo.
Para obtener grandes masas de cêlulas , se empleô un a p a ­
rato fermentador disehado en labo ra torio para este fin, cuya - 
descripciôn se hace mâs adelante.
En este aparato, las co nd iciones  de cult ivo fueron las - 
s i g u i e M t e s :
- M e d i o  s a l i n o :  7 liti’os
- Hidrocarburo: 7 ml
- Temperatura: 2 6'^ C
- A.îreaciôn: 5 l i tros/m in uto
- Agitaciôn: 300 rpm
- T i e in p o d e i n c u b a c i ô n : en t r e 5 y 7 dîas
e jiuedt' ot)scT"v jr , sr: 3 m inuyô la proporciôn d e hi
/1
dr ocarbur o a medio saline, con objeto de conseguir una oxida- 
cion mas apreciable.
2.1.3. -_Clasifiaci on  del ma te rial biologico
A las estirpes aisladas se les hicieron las pruebas mor 
iologicas y bioq uim icas siguientes:
A ) Pruebas morfo lo gi cas
- Obs er vacion en vivo: se realiza entre las 24 y 48 ho-
r as
Forma 
T a m a n o 
MoVili dad
- Tine ion de Gram. 5e lleva a cabo a las 48 boras 6 en 
cultives mas viejos segûn sea el crecimiento. Cuando ■ 
se establece una comparacion, se hace siempre con cul 
tivos de la misma edad.
Forma: Pleo morfismo (variacion de la forma con la --
edad)
Tincion pr opiamen te dicha: G (+) 6 G (-)
Tam ano
- Tincion de esporas
- A c id o- alcoho l resistencia. Para estirpes G (+)
B ) Pruebas fisiologicas
- Medio liquido: caldo comûn




Produce ion de pigmentes
z z
- Medio solide: agar nutri ti ve
Crecimiento (3 a 8 dias)
Forma de la colonia en plaça y en tubo - 
inclinado: superficie, contorno, bordes,
elevaciôn, brillo
P igmen ta ciôn de la colonia
C ) Pruebas bioquimicas
- Producciôn de indol (agua peptonada)
- Cre cimiento en medio de Koser (citrato)
- Hidrôlisis del almidôn
- Reducciôn de nitratos a nitritos
- Producciôn de amoniaco
- Producciôn de S H 2 (ag ar- acetato de plomo)















Ben c en o 
Xileno 




D) Medida del crecimiento
La medida del cre cimiento se hizo por t u r b i d i m e t r î a , des 
pues de haber extraîdo el resto del h id rocarb ur o no utilizado. 
En los contrôles se realiza tambiên la extracciôn, sig ui endo 
1o s mismos p r o c e d i m i e n t o s . El resultado es s 6 lo re lativo  y no - 
tiene mas que un valor comparativo, que es interesante s in em-- 
bargo, en los casos en que se hace un estudio de cr ec i m i e n t o  va 
riando las condiciones de cultivo 6 los tiempos de incubaciôn.
2.2. - Otros mêtodos
2.2.1. - Extracciôn de los product os_lipsolubles del medio




10 cc CIH (50%)
50 cc êter sulfûrico
Ease acuosa
2 5 cc êter sulfûrico
Ease etêrea
Ease acuosa Ease Eterea




2.2.2. - F r a c c i o n a m i e n t o en columna
La se p a r a c i o n  en fracciones de gas-oil origin al se r e a ­
liza por c r o m a t o g r a f l a  de ads or cion en columna, util i z a n d o  un 
aparato de vidrio disefiado para esta funcion, y cuya descri p- - 
cion se hace mas adelante.
Por este p r o c e dimient o se consigu en se par ar tres frac-- 
ciones si gui end o el metodo descrito por Mair y Col (1957). Di- 
cho metodo ha sido modifi cado y ada pt ado a nuestr as  p o s i b i l i d a  
des. La carga de la columna se hace con gel de silice, que en 
el trabajo o r i gin al  era del tipo Davison Chemical Grade 912 de 
28 a 200 ma llas ASTM. En nuestra experien cia , se ut ilizô una -
mezcla de dos productos, uno de la casa Merck de 30 a 70 m a ---
lias y otro de Ma llinkrodt  de 100 a 200. Por d es co nocers e la - 
granulome tria del producto utili zado por Mair, pues no se cita 
en el trabajo, empleamos una prop orc ion en la mezcla, de cua-- 
renta partes del de Merck y 100 del de Mallinkrodt , quedand o - 
solamente sin cubrir la zona entre 70 y 100 malla s ASTM.
La carga se activa c a lentân do la a 2 0 0 “C durante 8 horas , 
segûn indican las tecnicas c r o m a t o g r a f i c a s . Una vez hecha esta 
operacion, se pr océdé  al llenado de la columna de la forma s i ­
guiente: en la parte inferior se coloca un pe que ho tapôn de fi
bra de vidrio, despuês se llena con isooctano (2 ,2 ,4-tr imeti l-  
pentano) a p r o x i m a d a m e n t e  hasta 2/3 del volumen total, y se va 
ahadiendo en muy pequefias cantidades la gel de silice imprégna^ 
da asimismo de este primer disolvente. Al mismo tiempo, la car 
g a se va e m p a q u e t a n d o  con una varilla de vidrio con el extremo 
aplanado, elim inando  cualquier burbuja de aire que se pueda 
Formar. La H a v e  inferior se conserva abierta durante la o p e r ^  
ci6 n y el nivel del eluyente se ma ntiene  siempre muy por enci- 
ma de 1 de la carga para evitar que êsta se deseque.
En total utilizamos 360 g r s . de gel de silice y 325 cc 
de isooctano. Un a vez completado el relleno, se coloca de nue- 
vo un a bola de lana de vidrio, para evitar que el lecho s e a re^ 
movido al aftadir los distintos eluyentes, y se coloca el depô- 
sito s u p l e m e n t a r i o .
A través de esta columna se pasaron 16 2,5 ml del g a s ­
oil ut ilizado en nuestro trabajo, en forma de mezcla equiv olu- 
métrica con isooctano, el primer eluyente. A c ont in uaciôn se - 
ah adieron 1500 ml de propanol - 2, tomândose muestr as a la sa- 
lida cada 100 ml. Se pasaron despuês un total de 1100 ml de 
benceno y, suce sivamente , 1500 ml de propanol-2. En ambos ca-_- 
sos se tomaron muestras de 150 en 150 ml. La veloci da d de sali 
da oscilô entre 50 y 75 ml por hora.
El des arr ol lo de la c r o m a to gr afia se puede seguir en un 
principle, iluminando la columna con una lâmpara de rayos ul-- 
travioletas, que dan una f l u o r es cenci a c a r a c t e r i s t i c a  y permi- 
ten conocer la posici ôn del frente.
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Sin embargo este metodo, se presta a confus iones y es - 
poco preciso por lo que se utilizô la medida  del indice de r e - 
fracciôn a 202C (n^^-) para cada muestra extraîda. Los valores
para los distintos experiment o s , se relacionan en el capitule 
de resultados.
Este, que era el p roc ed imiento  seguido en el trab ajo de 
Mair, resultô un mëtodo no del todo correcte, por lo que en 
pruebas posteriores se utiliza como norma para el des ar rollo - 
de la cromatografia, el espectro infrarrojo de la m u es tr a ex-- 
traîda. Se puede utilizar la banda a 1600 c m “  ^ como t e s ti go  pa
ra det erminar la presencia de anillos aromâticos. La s é p a r a ---
ciôn de las fracciones bencênica y alcohôlica no p r é s e n t a  el - 
mismo problems, pues se puede anadir un exceso de benceno s in 
arrast rar  la ûltima fracciôn.
En esquema el fr ac cionami en to que se real izô  fue asi;
Gas-oil
i
Adsorciôn con gel de silice
I soctano Benceno Propanol-2
Parafinas Arornât icos Resinas
UREA
ACETONA
P. lineales P. ramificadas
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2.2.3. - C r o m a t o g r afia de los p r o d u ctos del m e t a b o l i s m o
Para las estirpes de mayor crecimiento, se hicieron unas 
pi'uebas con el objeto de separar despuês del cultivo, las mis-- 
mas fracciones anteriores, una vez m e t a b olizadas por el microor 
ganismo. Para ello, los cultivos en esta fase del trabajo se hi_ 
cieron en los f e r m e n t a d o r e s , utilizando una cantidad de 7 ml de 
liicjt'ocar'buro para 7 1 de medio de cultivo.
Una vez extraido el resto de hidrocarburo, se utiliza pa 
r'a su f raccionamiento, una columna de cromatograf ia de caracte- 
risticas similares a la anterior, pero de dimensiones mas redu- 
cidas (ver mas adelante su descripcion) en cuyo desarrollo se - 
oJijpLei'on las siguientes constantes:
- Carga de gel de silice (del mismo tipo que en el caso 
anterior) = 54,5 gr
- 5 ml do hidrocarburo en mezcla e q u i v o l u m é t r i c a  con
2,2,4 t r i m e t i l p c n t a n o .
Las cantidades de los distintos eluyentes fueron: 
1 5 0 c c d e
25 0 c c d e
175 c c d e
De esta forma, se separan las tres fracciones anteriores 
f'n los casos en que se empleô gas-oil ligero de vacio y solamen 
te la primera (fracciôn parafinica) y la ûltima (fracciôn de re 
sinas) cuando se cultivô en la fracciôn p a r a f i n i c a . Los résulta 
dos de estos fraccionamientos se detallan en el siguiente capî- 
tulo.
Las distintas fracciones se someten a destilaciôn en un 
.iparato giratorio con vacio y baho de a ce i te t ermostat i zado . --
L, t : : yM'imf'ras pruebas s e reaJizaron en el mismo aparato con at-- 
mosleca de ri i. L r 6 g e n o , pre s c i n d i e n d o s e pos t er iormente de esta 
circunsLancia al comprobarse que era innecesario. Las ûltimas - 
t r’dZri;.; de disolvente se eliininaron m a n t e n i e n d o  la muestra en es 
lul.i a 12ÜL C du T'a nie 4 hor'.ds, c o m p r o bâ n d o s e previamente que no 
s e p r o d u c i a n i n g u n a alteraciôn en e 1 1 a s ,
2.2.4. - Separacion de parafinas 1 i n e a les y parafinas ramifica-
(J a s y ci c 1 i cas
t T'a c c ion p j T'a i inici obtenida de la columna de cromato_ 
se nom (.'te a un s e g u n do t r a c c i o n a m i e n t o  por formaciôn de
27
aductos con urea segûn la tecnica utilizada por Mair y Beverid 
ge ( 1957) con objeto de separar parafinas lineales de par^fi-- 
nas ramificadas y cîclicas. El metodo seguido es el siguiente:
Se afiaden lentamente 45 grs de urea a una m e zcla d'e - 
200 cc de acetona y 50 cc de la mezcla de parafinas.
Be agitan fuertemente durante una hora en un agitador 
m a g n ê ti C O .
- Se centrifuga 20 minutos a 3000 rpm
Se ahaden al centrifugado 200 cc de acetona saturada 
con urea y se agita de nuevo durante 15 minutos.
Se vuelve a centrifugar en las condiciones anteriores
El centrifugado se lava con agua hirviendo varias ve- 
ces y se separan en embudo de d ecantaciôn las n-para- 
f in a s .
De los sobrenadantes , se extraen las parafinas ramifi 
cadas y cîclicas por sucesivos lavados con agua frîa 
y posterior decantaciôn.
El proceso se repite varias veces, c o n s iguiêndose con - 
ello un a separacion casi compléta (ver capîtulo de resultados) 
En los distintos pasos se comprueba por e s p e c t r o s c o p î a  I R el 
desarrollo de la operaciôn. En esquema es como sigue:
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2.2.!). - E spectroscop î a i n f r a r r o j a
Para realizar los espectros se utiliza en la mayor p a r ­
te de los casos, un a cêlula de espesor fijo de cristales de 
cloruro sôdico de 0,1 mm. Cuando la muestra es demasiado pasto 
sa, se calienta previamente bajo un a lâmpara para facilitar el 
llenado. Para su limpieza se emplea tetracloruro de carbono, - 
evaporândose despuês con una bomba de vacio.
Para ciertas bandas, en que la absorbancia es total, se 
emplea una cêlula desmontable, colocândose una gota de la mue£_ 
tr'a entre cristales.
En ocasiones en que interesaba utilizar el producto d i- 
suelto en t etracloruro de carbono, se emplearon dos cêlulas de 
espesor fijo de 1 mm, una de ellas con el disolvente en el haz 
de compensaciôn.
Finalmente, se ban empleado dos cêlulas de cuarzo de 
1 cm de espesor.
La zona espectral barrida fue, en todos los casos, des- 
de 4 000 hasta 625 cm-^, siendo impuesto êste ûltimo limite por 
la propia cêlula de ClNa.
2.3. - A p a r a t os
Estufa de cultivo en agitaciôn " P s y c r o t h e r m ” , New 
Brunswick Scientific Co.
- Incubador Orbital GallenKamps
- Estufa de desecaciôn de 20 a 2 502 C
- Agitador magnêtico de 5 00 a 1000 rpm
Equipe Millipore de filtracion con membranas de 0, 
0,45 y 1,2 micras de tipo AA.
Es p e c t r o c o l o r i m e t r o  de la casa V.E.B. Karl Zeiss de 
' ! e n ri
- Centrifuga MSE Super Minor Sartorius
- Balanzas monoplato Sartorius modelo 2442 y 2250
- pH-metro de la casa L.Pusl. de Munich
Aparato de destilaciôn "R o t a v a p o r " Afora, con cazo 
de aceite termostatizado de 50 a 2002 C.
- H o mogeneizadora de laboratorio modelo Atomix
Espectrografo de infrarrojos modelo "Infracord" 457 
P e r k i n - E l m e r .
Refractometro de Abbe de la casa Zeiss t e r m o s t a t i z a  
do a 20° C.
- Columnas de cromatografla
I’ermentadores
Describiremos con detalle estos do s ultimos aparatos, 
|)or' hat;er sido disefiados especialmente para este trabajo.
2.3.1, - Columnas de cromatografia
Sc utiJ. izaron do s tipos de columnas de crom a t o g r a f  ia. 
uc. caracteristicas son;
( 1 ) C uerpo principal:
Longitud total   9 0 cm
D i a m e t T' o interior ........ 2 cms
Diametr’o total ..........  5 cms
f. u p 1 e in e n t o para d ar carga de 20 cms de longitud y 
5 cms de diametro inter i o r .
P i c z a d c salida con H a v e  do teflon, do s bocas e s m e r ^  
facias y un filtre i n c o r p o r a d o do vidrio fritado de po_ 








- Pieza con salida lateral con bocas esmeriladas
Matraz graduado boca esmerilada para recoger fraccio
n e s
(2) Las mismas piezas del anterior salvo el cuerpo princi 
pal, cuyas dimensiones son:
Longitud total ............  20 cms
Diametro interior .........  2 cms
Diametro total ............  5 cms
2.3.2. - Permentadores
Las unidades de fermentaciôn utilizadas constan de las 
guientes partes (vease fotografias):
1) Reactores esfericos de 10 y 20 litres de capacidad - 
con boca de 10 cms de diametro y superficie esmerila 
da. Van colocados sobre un soporte me t a l i c o  con una 
pinza articulada de apoyo.
2) Cabeza de acero inoxidable con anillo torico de cie- 
rre y tornillos de sujeccion (ver el esquema). En es_ 
ta cabeza hay 5 entradas, r e s p e c t i v a m e n t e  , para i n o ­
cules, adiciones, toma de muestras, salida y entrada 
de aire y 1 tubo cerrado en su extremo inferior, 
donde va incorporada la "pluma" del termostato. Este 
ultimo se llena de parafina liquida.
El c je de giro va incorporado en un sistema hermêtico con 
an 1 H o  s tor'icos y retenes y acaba en el interior del f e r m e n t a ­
it or en una rueda de paletas desplazable a lo largo del eje.
El tubo de entrada de aire acaba roscado, para colocar 
eTI su extremo unos soportes para filtros de vidrio fritado, pu 
(JiéndosG i n t e r c am b i a r varios de dis tinta porosidad. Estas p i e ­
zas no es tan dJbujadas en el piano por haberse anadido poste-- 
r' i or m en t e .
Ü i c h o  p i a n o ,  se c o r r i g i ô  tambiên colocândose unas con-- 
r' a t u e r c a s en la parte i n f e r i o r  de la cabeza, en los tornillos
su jet,an el sopoi'te del eje de giro, por haberse comprobado 
'EC'i:.; cMi las g. rue bas iniciales. Tarn poco los tornillos de sujec 
I ' au est. an soiialados en e j. g, i_ a n o ; estos tornillos perm it en la 
a I a I ■ [ j i •/. ,-ji ô n e n c 1 a u t o c L - : '/ e del aparato comp let o ces a que - 

















En el matraz reactor se colocaron unas crestas de vi-- 
dr’io a modo de cortacorrientes, que van pegadas a la s u p e r f i ­
cie interior mediante un pegamento inerte e inatacable que 
ademâs résisté la temperatura de e s terilizaciôn (Silastic 
KTV). De esta forma se évita c o mpletamente el vortice en la - 
agitaciôn.
M o n t a j e y accesorios
a) A i r e a c i ô n : El aire esta suministrado por un motor -
trifâsico de 3/4 H.P. de la casa Siemens y una bomba compreso_ 
T'a Ait'co. Ambos elementos estân montados sobre un calderîn de 
7ü litros, con un presostato regulado entre 3 y 5,2 atmôsfe-- 
ras. El equipo completo lleva tambiên un cortafases automâti- 
co y un mano r e d u c t o r  de salida fijado a 2 atmôsferas, con un 
filtr’O desecador del aire.
En la entrada del fermentador se colocan un rotâmetro  
New Hr'unswick con un intervalo de medida de flujo de 0 a 10 - 
1 i t T'o s / m i n u t o . Antes del tubo de entrada son montados en se-- 
T’ie dos filtT'os de aire con lana de vidrio e sterilizados en - 
horn o a 180"C durante un a hora. Las conexiones son de goma es 
p e c i a 1 que résisté esta temperatura de esterilizaciôn.
La salida de aire se realiza a travês de los siguientes 
e ]e m e n t o s : 1) Un frasco de dos bocas vacio, para evitar posi-
bles retrocesos. 2) Un frasco como el anterior con âcido fén_i 
co al 10%.3) Un frasco deflegmador y 4) un filtro de aire r e ­
lleno de lana de vidrio como los anteriores. Todos estos r e c ^  
pi entes se esterilizan aparté en el autoclave.
b ) A g i t a c i ô n : El eje de giro va movido por un motor
"Multi f i X " d'e 1 /10 de C.V. con v e l o c i d a d  variable entre 0 y - 
2000 rpm, que puede s e r reducida a 1/10. La conexiôn entre e^ 
te motor y el eje de giro se hace mediante un eje flexible, - 
lo cual reduce las vibraci ones al mînimo.
c) ContT’ol de t e m p e r a t u r a _ ^  c alef a c c i ô n  : La c a l e f a c---
ciôn se consigne mediante una lâmpara de infrarrojos de 600 
wrTt ios s i t u a d a exteriormente por debajo del matraz reactor. 
Esta lamp a T'a se conecta a un disrupter y este a su vez a un - 
termostato de mari do a distancia cuya "pluma" se introduce en 
e 1 tubo métalico de la tapa. El t e r m o s t a t o  tiene un mârgen de 
+ 0,5 2 C y se puede l’egulai' en un intervalo de 10 a 552 G .
1
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111 - ESQUEMA DEL TRABAJO PROPUESTO
Con objeto de tener una idea de conjunto del trabajo - 
r’ealizado, antes de pasar a la exposicion de resultados, se - 
da un esquema de las distintas etapas del mismo y de su o r g a ­
nize c i 6 n general. En r e s u m e n séria:
12 - Aislamiento y clasificaciôn del m a t erial b i o l o g i ­
co. Pruebas p r e l i m i n a r e s : Medios de cultivo; fuen
te optima de carbono y nitrôgeno; velocidad de 
a g i t a c i ô n ; e s p e c i f i c i d a d  de h i d r o c a r b u r o s . Culti-- 
vos sobre gas-oil.
22 - Estudio espectroscôpico del gas-oil original. 
Asignaciôn de bandas.
32 - F r a c c i o n a m iento del gas-oil por cromatografia. Es 
t u d i o espectroscôpico de las distintas fracciones:
asignaciôn de bandas.
42 - Cultivo de las estirpes en la fracciôn parafinica 
c o m p 1 e t a .
52 - Cultivos sobre pentadecano y t e t r a m e t i l p e n t a d e c a -  
n o .
62 - Separaciôn de las parafinas por formaciôn de aduc 
tos con urea.
7 2 - Cultivos sobre n-parafinas y sobre parafinas rami 
ficadas y cîclicas.
82 - Cultivos sobre la fracciôn aromâtica.
9*^  - Cultivo de algunas especies en f ermentadores , s o ­
bre gas-oil completo y sobre la fracciôn p a r a f i n ^
c a .
ü- - Croma tografia rit' los extract os de los cultivos an_
r e ï' i ore s . E t; u ci i o e sp e c t r o s c ô p i c o  .
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TV - RESULTADOS
1. - Aislamiento y clasificaciôn del material biologico
Para el aislamiento, se prepararon medios de cultivo - 
con distintos tipos de hidrocarburos como fuente unica de car 
bono. En la descripcion de las distintas especies se cita su 
origen y el medio en que fueron aislados.
Se obtuvieron en total 42 estirpes de bacterias 1 5 a -  
partir de petroleo crudo como fuente de carbono, 16 u t i l i z a n ­
do gas-oil, 5 con parafinas comerciales, 4 con keroseno y 2 - 
con asfaltos.
Para exponer los resultados de las pruebas morfologi--  
cas y bioquimicas, las ordenaremos siguiendo un criterio s i s ­
tema t i c o , por grupos afines. Cada uno de estos grupos se e s t ^  
d i a en con]unto para simplificar la exposicion, p r e s e ntandose 
un estudio diagnostico de los mismos que nos lleva a d e t e r m i ­
nar la familia y el genero a que pertenecen. A continuaciôn - 
se expone en forma de tablas, los resultados de las pruebas - 
elect, uadas con cada estirpe, comparados, en los casos en que 
se ha llegado a nivel de la especie, con las c o r r e s p o n d i e n t es 
descripciones del B e r g e y ’s Manual of Determinative Bacteriolo_
gy '
En primer lugar, se describen las estirpes Gram positi
V  rl
9.1.1. - Estudio diagnostivo de las estirpes P-1, P-2, P-3 y
P-36.
Los resultados de las pr^uebas realizadas para estas es_ 
1 i n p e s s tan expuestos en las tablas I , II, III y IV.
be trata de b a c ilos C ram positives, no esporulados,
(jue mues Iran ramificacion rudiment aria y , f r ecuent emen te , dis
posiciôn en empalizada; son pleomôrficos y dan n e g a t i v a  la 
prueba de Ziehl-Nielsen.
Todo ello nos hace suponer, que las estirpes anterio' 
re s pertenecen a una de las siguientes families:
F a m . C o r y n e b a c t e r i a c e a e  
0. Eubacteriales Fam. B r e v i b a c t e r i a c e a e
Fam. L a c t o b a c i l l a c e a e
Fam. M y c o b a c t e r i a c e a e 
0. A c t inomycetaies Fam. A c t inomy c e t a c e a e
Fam. S t r e p t o m y c e t a c e a e
La iamilia M y cobacteriaceae estâ f o r m ada por bacterias 
mas I" a m i i i c a d a s que las que hemos reunido en este grupo y ade 
mas âcido-alcôhol resistentes. Por el contrario, la familia - 
Lactobacillaceae présenta bacilos totalmente rectos. Estas ra 
zones nos llevan a descartar ambas families.
La presencia de ramificaciones poco abundantes, que 
nunca dan lugar en estas estirpes a la apariciôn de un verda- 
dero micelio, nos sirven para eliminar la p o s i b i l i d a d  de un - 
actinomiceto.
Con todo ello, podemos situer nuestras especies dentro 
de Icjs families Corynebacteriaceae o B r e v i b a c t e r i a c e a e  las -- 
eue les son muy prôximas y no estân bien di f e r e n c i a d a s  entre - 
si. Por su tamano y por su capacidad de f e r menter glûcidos 
(s a 1 V o una de ellas) debemos colocar a estas estirpes en la - 
fam ilia Corynebacteriaceae.
En dicha familia ha y 6 gêneros: C o r y n e b a c t e r i u m ,  Liste_
ria, E r y s i p e 1 o t h r i X , M i c r o b acterium , C e l l u l o m o n a s  y Arthrobac 
ter', siendo Listeria patôgeno de animales de sangre caliente 
y Erysipelothrix, M i crobacterium y C e l l u lomonas poseen c a r a c ­
teristicas morfolôgicas y bioquimicas muy concretas que no -- 
]) T'e s e n t a n nuestras bacterias.
Quedan incluidas pues en los gêneros restantes: Coryne_
bacterium y Arthrobacter. Las diferencias entre ambos son fur^ 
d am('n t rl 1 me n t e morfolôgicas; el G. C o r y n e b a c t e r i u m  présenta 
dispos iciôn en empalizada, mientras A r t h r o b a c t e r  exhibe un c_i 
cio de desarrollo bien definido, comenzando en medios jôvenes 
por presenter formas bacilares ligeramente r a m i f icadas que, - 
con el Tiempo, se fragmenta n en cocos. Estas formas, en un 
nuevo medio de cultivo, vuelven a adquirir su m o r f o l o g î a  baci_ 
.1 a r'.
Segûn esta descripcion, podemos colocar a las estirpes 
P-1, P-3 y P-36 en el G. Cor y n e b a c t e r i u m  y a la P-2 en el G.
Arthrobacter.
Las cuatro especies fueron aisladas en un medio con p e 
trôleo crudo como ûnica fuente de carbono.
Tanto el G. C o r y n e bacterium como el G. Arthr o b a c t e r 
han sido citados a menudo entre los que son capaces de u t i l i ­
zar hidrocarburos.
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Bacilos, en grupos, ligeramente ramificadoe 
0,5 K 2,5 micras 
Ho m 6 v {lea
G ( + ) ^
No poses 
No résistante
















A m a r 11lo moataza
Lias
['•ci mien to 
• d 1 men t o
super f 1c 11 No presents





L 1 cuef acc iôn
Crece poco
ACCION SOBRE LA LECHE TORNASOL 
ACCI ON C.OBRr LOS NITRATOS 
l’RODUCC I ON DE SHv 
l’H01KJC( ION ÜL INDOL 
H I UHOl. \ S I S DE ALM 1 DON
Ina 11 «rada 
Produce nitritos
Ne produce 
No h 1d r o 11 za
OTILIZACION DE 
A/UCARES EN 











D 1 lOOM ARHUHo:. 
roMo IIIENIE D| 
CARIO'NO EN MI 
[t 10:, E 1 QO I pus
Banceno 
T o  1 u o t j ü  
N <1 f t a J • n o
X I 1 « n o  
An t r rt ceno
+ (6 dlas )
C O R Y N E B A C T E R I U M  SP .
: A K A (' T E N 1 S T I C A ‘ 
H O R I OL O n i C A S
Tamano 
M o v i l l d a d  
riageI os 
T i n c i Ô n  de Gram
Acido â l c ôhol
Baat o n e s  g r a n d e s ,  l i g e r a m e n t e  r a m i f l c a d o a
en V; en c u l t i v o s  vi e j o s  c o c o b a c i l o a .
0,8 a 1 X 4 a 6 mi c r a s
Môv iles
P o l area
G ràm varia^ble
No p o s e s
No r é s i s t a n t e
l'fH.ON I AS 
EN AUAK
S u p e r f i c i e  
E l e v a c i ô n  
Color 
Bri 1 lo
C i r c u l a r
L i g e r a m e n t e  al z a d a
A m a r i l l e n t o  
B r i l l a n t e
AC.AR
INCLINADO
C r e c i m i e n t o  
B r i 1 lo 
S u p e r f i c i e
Crece l e n t a m e n t e  h a s t a  las UB h.
Fill forme 
B r i l l a n t e  




Ciec imien Lo en s u p e r f i c i e
T urh i d e K
S e d l m e n t o
V elo s u p e r f i c i a l
G rande
A b u n d a n t e
CHEf I M I EN TO 
EN i.r.LATlNA
C r« c 1m i e nio 
Lie u w f a c ciôn No 1 i cÛa
ACCION SOB R E  LECHE T O R N A S O L 
ACCI ON s o b r e  LOS N IT R A T O S  
pHonucc: 1 ON UE SH^
CK O D O C C I O N  UE INDOL 
H I D R O L IS I S  DE ALMIDON
A l c a l i n i z a c iôn l i g e r a m e n t e  p e p t o n i s a d a  
P r o duce n i t r i t o s
No p r o d u c e  
No h i d r o l i t a
0 X 1 DASA
c a t a l a !;a




Lac t ofi a 
Sacarosa
G a l a c t o s a
O r i L I/ A C l O N  Dl
H I UHOC A R B U R O S  
COMO EOENTE Di 
C A R BONO EN ME 
Dl OS E I (JtJ I DOS
B e n ceno 
Tolu è n e  
Nafta 1eno
An t reoeiic)
EueJ -n ( 1 
Kerose no
(24 h . ) 
(24 h . )
(5 dlas) 
( 2 U  h . )
( •> diaa )
( h. ) 
(18 dlas) 
(6 dlas )
A R T H R O B A C T E R  S I M P L E X
Bas t one 3 curvadoa, que Bacilos r a miflcadoa, qua
T amaflo
en cultivos viejos ae 
rompen en cocoa
Bast ones 0,4 a 0,5 x
an cultivos vlajoa as - 
rompsn an cocos
0,5 X 2,5 nieras
C ARACTERISTICAS
H ovilidad
1 a 3 u . Cocos 0,4 a 
0,5 X 0,5 a 0,8 u ^
No m 6 V i 1 No mévll
MORI Ol.oc; 1 CAS
r IAgeloa - - .




Acido Alcôhol No descrito No resistente
forma Circular <3 1 - 1,5 mm C ircular
Superf ic ie L isa Liea
rOEONI AS Color ('I'ema Crema
EN AGAR
Brillo Brillante B r i liante
Elevaciôn Ligeramente alzada Ligeramente aleada
forma Hordes lobados Hordes lobados
Crecimiento Pi 1 i f orme Filiforme
Brll I o B r 111 ant e B r i liante
1 N( E 1 N AUO
Colo 1' C r e m a Crema •
Superficie Lisa Lisa
Crecimiento en - 
e u p e r f 1c ie No presents No presents
COMUN Turbidez Hedi ana H ediana
Sn d i me n t o Medlano M edlano
CRECIMIENTO
Crecimiento No descrito Bueno, superficie lisa 
b rillante
IN OELATINA
1.1 cue 1 acc { ôn l,lcûa
ACTION SOBRE LA LECHE TORNASOL Lento aclaramienio A l c a l l n i zaciÔn en 5 dlas
ACCION SOBRE LOK NITRATOS
(7 - 30 dlas) sin co^ 
gulaciôn; llega a ser
Produce nitritos No produce nitritos
FHOÜtJCClON DE ♦ ♦
I'RODIJCC I ON DE INDOL No produce No produce





G 1 u c o a a ♦ lig. +
UTILI/.ACION DE Lactoma + i i 2 -
A/.UC ARES I N -
CULTIVOS Eigui » 11 g .
DOS Mai t c, a a + lig. +
Man 1 toJ t 1 ig. +
C a I a c t om a * lig.
OX I DAI A 
CATALAÎ.A 
AMON I Ai'O
i;ri L I/.AC I'*N I 
II I D h o i ARHOKdj 
COMO iOLNTI 
CAHHONO l;N Ml 
Pio:; 1.1 (|U I DOS
To 1 uei 
XI L«n.
No desci'lto
No doRor]t o 
No d e fl c- r I t o
No dt t s ■- r' i t  u 
No (1 nB 0 r 1 t o
No descrito 
No d e G cr i to 
No descrito 
No de .H Cl 1 t o 
No descrito
(t d i m e )
(48 h. ) 
(48 h. )
(24 h. ) 
(24 h. )
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4.1.2. Estudio diagnostico de las estirpes P-8, G-27, y G-32
Los resultados de las pruebas realizadas para las c i ­
ta das estirpes estan expuestos en las tablas V, VI y VII.
Son bacilos gram positives, rectos, no formadores de 
esporas, no acido-alcohol resistentes, moviles o inmoviles, 
en el primer case per flagelos peritricos.
Como en el case anterior, las podemos situar en el 
Orden Eubacteriales , des cartan dose la Familia L a c tobacillaceae 
por ser bacterias que no producen acido de lactosa, son cata- 
lasa positivas y ademâs no fermentan carbohidratos .
En cuanto a las familias Brevibactiaceae y Corynebac- 
(ei'iaceae, las pruebas mortologicas y bioquimicas nos incli-- 
nan en este case a la primera de las dos, a poyândonos sobre - 
todo en que son bacilos muy pequenos, nunca ramificados, gram 
positives ( Corynebacter iaceae es a menudo gram variable) y po_ 
ce lermentadores de glûcidos.
Dentro de esta familia, e 1 Bergey's cita dos gêneros : 
Brevibacterium y Kurthia. Las estirpes anteriores pertenecen 
al primero por ser bacilos certes, casi cocoides, que no for- 
rnan filamentos, car a c t e r i s t i c a s estas opuestas a las del g é n ^  
r o K u l't h i a .
La estir'pe P-8 fue aislada con petrôleo crude como -- 
lu (-‘rite de car'bono ûnica; las otras dos, lo fueron sobre g a s ­
oil cornercial.





r ] a g « 1 o B
T i n c i 6 n da Gram
Esporas
Acido alcohol
Bas tones cun les axtramoB 
j-edondeadoB, a i 8 la do no - 
r a p n u 1 ado
u , H X 1,4 a 1,7 ml era#




0,8 X 1,5 ml eras 
No môvil
G ( + )
No resiatanta
C'M.ON I A! 
>;N AGAK
8 upar f i c ia












îiuparf I d a
Moderado 
No damcrI ta 










Turb i de7. 
Sedimanto
Hodorada i 







i‘ re c 1 m 1 a n t Ü 
L 1 cue J a c c i ôn
Moderado 
No 1 1 fOa
Moderado 
No 1 i cda
ACCION SOBHi: LA LLCHL TDRNALüL 
Af'ClON nOHKL LOS NITHATOn 
rHoimccioN Di; SH;
I ' H O D U c n o N  Di: IN n o t
H I D R O L I S I S  Di; ALMIÜON
Ligeramenta alcaline 
Produce n f t r i t os
No produce 










M an 11 o 1 
a I a c I o a a
OX I DAt: A 
lATALASA 
AMONI AGO
N n d a fl <’ r 1 t o 
No da « o r  11 o 
No dascrlto 
No descrito
UT! |,J/,AGJ0N IM. 
Hi iJl'OGAHhUKi)!. 
GOMC I Ui:NTi Id 
I'ARltliNO I.N mi; 
III U', L I IjIM IMG.
N <» 1 t. a I a n o 
X 1 1 nnu
N u dr n f r i t o 
No descri to 
No descr 11 o
dec ■ I t «• (24 h. )
i (24 h, ) 
t (48 h . )
No d es c r- i t
B R E V I B A C T E R I U M  SP.
GAHACTLK1!>T1CAS 
MOHl 1)1,UG 1 ('AS
Tmmaflo 




Ac i do Alcohol
Bacilos paquenos, ligaramanta 
rami f 1csdos an V .
0,5 X ? mi eras
M6vil
G r a m 'var iablaa
Esporas
No rasistanta
COI.ON I AS 
EN AGAK









Supa r f i c la
Fil iforme 
Bordas lisoa 




Cra c 1m 1 a nio an 
auparf I d a
Turbldaz
Sadlmanto








A' ( I ON SohHi; LA LECHA TOHNASOL 
A C r  ! ON SON RI: LOS. NITKATOS 
l'kOIlOt C I ON DL SIC.
PROUUCCJON DE INDOL 
H I D H O L I M S  DE ALHIÜON
A d d i f i c a o i d n  superficial 
No produce nitritoa
No produce 




LaiM ne m 
S.aoaru».!





UT i 1.1 /AC I "N Dl
II] DROCARMI I RO! ;
' UMU EUENTE Dl 
CARl t ONO EN ME 
DUO. EI(;UID0::
Nattalano 
X I 1 ono 
Anl racano 
Cam n 1 i n m 
Cnrt-ül 1 
J’ual - d  1





( 2 M h . )
(M dia, ) 
(22 diaa)
b r e v i b a c t e r i u m  I M P E R I A L E




F l a g e 1oa
Tinclôn de Gram 
Ea poras 
Acido Alcohol
Bastonee pequehos, solos 
y en parejas
0,5 a 0,8 X 1 a 1,7 mi eras
Unas pocas células mdvilas 
en cuit i vos j6van«,s
Moiiotricos, en ocasionas - 
G (t )
No descrito
Bacilos muy p equenos
0,5 X 1 micras











Pig. de rosa anaran jado a 

























G e d i m e n to
No descrito











ACCIUN r>OBRE LA LECHE TORNASOL
AccioN r.onRE Lon n i t r a t o g  
PROÜUCCION DE SH;,
PROnUCClON DE INDOL 
H I DROLISIS DE ALMIDON
No cambia al p r incipio, luego 




No produce nitritoa 
- (color naran j a )
No hidroliza
UTILI/.ACION Ui: AZU- 














No descri to 
No descrito
u n  LIZA cl ON 
MI DHOt'AHHURUS 
COMO EUENTE ü 
CAHBONO EN ME
B IOS n g u i  DOS
DE
T ü 1uen o 
Naftaîeno
An traceno 
0 a s o 1 i n a
Fuel -olJ
No des crI to 
















4.1.3. Estudio diagnostico de las estirpes G-28, G-41, P-42,
G-43 y P-44
Los resultados de las pruebas r ealizadas con estas e s ­
tirpes estân expuestos en las tablas VIII, IX, X, XI, y XII.
Se trata de bacilos gram positivos, no formadores de - 
esporas, no âcido-alcohol resistentes, r a m i f icados y formado-- 
res de m i c e 1 i o s poco évidentes.
Dentro de las formas claramente rami f i c a d a s  (Orden Ac - 
tynomyce tale s ) tenemos très familias: M y cobaet e r i a c e a e  , Actyno
mycetaceae, y S t r e p t o m y c e t a c e a e . Podemos d e s c a r t a r  la primera, 
que es positiva a la prueba de Z i e h l - N i e l s e n . En cuanto a las 
dos restantes, la familia Streptomycetaceae présenta un mice-- 
lio aêreo, del que carecen las especies que estudiamos.
Se trata pues, de bacterias de la familia A c t y n o m y c e t a
ceae la cual comprende dos gêneros. Nocardia y Actynomyces, --
siendo e i. segundo de ellos parâsito y anaerobic, caractères 
que no presentan las estirpes aisladas por nosotros.
En consecuencia son especies del G. Nocardia, que p r o ­
céder las senaladas con G de medios de e n r i q u e c i m i e n t o  con ---
gas-oil y las sebaladas con P de p e t rôleo crudo.
4.1.4. - Estudio diagnostico de la estirpe Pa-19
Los resultados de las pruebas r e a l i z a d a s  para esta es-- 
tirpe, estân expuestos en la tabla XIII.
Nuestra estirpe présenta un m i celio vege t a t i v o  muy rami 
( i ca d o , con esporas exôgenas. Es gram po s i t i v e  y no âcido a l c o ­
hol res is tente.
P o p  l a s  razones anteriormente expuestas, puede asignar- 
sc a 1 Orden Actynomycetales y dentro de este, siguiendo una dis 
cupsiôn anâloga, a la familia S t r e p t o mycetaceae, por p r e s enter 
mJceli.o aêreo que no se fragmenta en las sucesivas estapas del 
<1 e p. a r r o 11 o .
TABLA VIII. CARACTERES QUE DESCRIBEN LA ESTIRPE G-28
NOCARDIA MINIMA
CAKACTEKI STU'AS 
Mf)R FO LOG I CAS
Tamaflo
M o v i 1 i dad
riageloa
T inc i ôn de Gram
Eaporaa 
Acido alcohol
Filamentos y bastones, an 
V a  Y e n  cuit ivos viajos
0,4 a 0,6 X 2 a iO micras 
No m ô v i 1
Ü ( + ). Con colorantlas o r d £  
narios mues tra barra* y 
bandas
No descr ito
Bacilos rami f i c a d o s  
an cultives viajos
0 , 4 x 6  micras 
No môvil



























ncipio poco coloraado 




CI-a c imiento en 
p a r f i c i a
T u r b 1dez
' • d i m • n t o
No descrito
No des c r i t ( 
No d e 9 c l'i t (
Crece a in turbides 
S e d . naranja
•IMILNTO 
il.LATI NA
» I e c c I 6 n
Filiforme, granulado, crama Granulado, crama 
No 1 i cOa
Af'CKiN r.UHHL LA LECHE TOHNASOL 
Af’ClON ::o|tHE LOS NlTRATOS
FHOüUt.’!'ION ni; Ml? 







No produce nitritoa 
- (coloraciôn naran j a ) 
No produce 
No hidroliza
Xylosa d escrito - -
G 1 u c o 8 a descrito -
UTI l-l/.ACION DF ■ Lactosa descrito - -
A/U('ARES EN MEDIUS descr i to
LigUIDUS
Ma 1 1osa d escrito
M an i toi descrito - -
G«i4Cto«a No
oxrnASA Mo d e s c r i t o f
CATALASA No Joocrlro -
AMUNI ACM dPiiCI'ilO -
KUS-M.'H .1 o s c f  i t 0 +
H« t, c en o descrito t (13 dlas)
descrito - (25 dims )
N .t 1 t (1 ) *1 II o d o s c r i t o - (25 dlas )
U ( 1 L 1 /.A'-j UN DE
X H  rno ( 4 dlas )
H I DMUCA KHUNu:,
( iiMu I DEN I Dl A h ! l a « «' n o (25 dlas )
1 A MU,NU l:N ME'
( Wi s o i ( n (25 dlas )
I, I US [, I ijll I DUS
d e s c I' i t o + ( 3 dlas )
descrito t (17 dlas )
NOCARDIA MINIMA
■AKA« TEKl ) H (1 V i 1 1 d rt d 
n  rt g e 1 o S 
Tinclôn de Giu
I‘i  ] amen t o s , bastones en cu l ­
tivas v i e j0 8, frecuen temente 
en V, Y formas hinchadas y -
0,4 a U . t 
No mnvIl
G (+), con colorantes ordina 
rios, muestra barras y ban --
Bacilos m e d l a n o s  ra- 
mificadoe en V en cuit ivos vlejos CO--
0,6 X 4 mlcraa 
No m ô v i 1
Acido Alcohol No descritc No resiatente


















Ho il esc r Ito 
No descrito
Ai principle poco coloreado 












M I i:n t u  
;N GLI.ATINA
flHfornie, granulado, cre- 
N o lieds
Gi-anulado, crama 
No 1 1 cda
AiClUN f.OBKK LA LLCHE TORNASOL 
A(ClON SOBRE LOS NITRATOS 
l'Runill ( 1 ON DE SU? 
rHODÜCClON DE INDOL 
M IDHOLISIS DEL ALMIDON
11 o








A/.UCARLS EN ME- 













(*X I DALA 
CATALASA 
A M O N 1ACO
No descr 
No descr
No d e a c
ÜTI Li ZAC 1 !'N DL 
Il 1 DHQi'ARBUROL 
COMO EUENTE DE 
CAHBONO EN ME- 
DlOE Ll'ltll DOS
T o 1 u • 
Nef t a 
X 1 1 I
No d e s c
No d e a r: r 
No descr






( 3 dlas) 
( 5 dlas) 
( 5 dlas)





M o v i 1 idad 
Tliicifin da Gram
Ac 1 do alcôhoi
Bastones cui'vados y fi la ­
ment os COT, células c o c o i ­




Bacilos en V, U rotos 
en cocoa en cultivoa 
viejos




COLON I AS S u p e r f 1 cl# 
Elevaciôn 
Co 1 or 
Brillo
Tree 4 dlaa colon las Irre- 
gularmente redondas. Borde 
on dulado
Brillante
Crece l e n t a m e n t e . C o l o ­




B r i liante
AGAK
I N C M N  ADG
C r e c l r o i « n t <
Bri llo 
Color
S u p e I* f i c 1 e















Turbidez con suspens iôn 
viscose
No descrito
T u rbidez debida 
sl6n granular
( NEC IMIENTO 
EN GELAT 1NA
Lleu# fec cI6n
Tree 19 dlas colunlae irre 
gulaiment# ledondas, lisa 
b r i liante
ACC I ON LOBHE LA LECHL TORNAÜOL 
ACCION SOBKE LOÜ NITHITOK 
PRODUCCION DL SH;
ERODUCCION DE INDOL 
HIDHOLISIK DL ALMIDON






A/UCARES LN ML lUOr. LIQUÎDOG















U m . l  7.AclON 
MI DRGCAH DUNG:; 
(CMC rULNTi: I) 
CAHDGNG EN ME 


















(24 h. ) 
(24 h. ) 
(24 h . >
T A BLA XI. C A R A C T E RES QUE DES C RIBEK LA ESTIRPL G-43









Bastones muy largos, la m a y o r (a en V, Y



















S upe rf i c: i e





Creclmiento en superf ici#
Turbidez
Sedimerito




C re c im i ent o 
Llcuefacciôn
ACCION f.OBHE LA LECHL TOHNASOL 
ACCIUN S'iMKE l.OS N ITHATOS 
l-HUDUCC ION DE 
EKOIHJCC'1 ON DE INDOL 
HlDHOl.KilS DE. ALMIDON
A 1 ca 1 In J z ac 1 ôn
No hidroliza
Ur l L I/.AC 1 ON DE 
A/UCAHLL EN ME 
Dl U!, LhlUlDO!;'
Mal t oNA




A M O N IACO
HT l l.l /.AC I UN DE 
H I |i|0)CA EMlIMic; 
'"MO LOI.NTL DE. 
CAD IIUNU LN ME 
Dior; LKjOi iMi'i
T o I u e n ‘ 
N n M  .1 1 •
X i 1 enn
(34 dlas) 
(48 h. ) 
(24 h . ) 
(24 h . ) 
(48 h . ) 
(24 h. ) 
(24 h. )
(7 d l a s )
NuCAKf'lA ('uKAI.r.INA
n ,1 fi I 1  h « I I 
V 1 e j >' R h as t
HaciW'H gi'Stiilee rami - 
fit: ad os an cultivo» - 
viejos cocos
A H A c TI.K I : T I TAS 
MOR rOLOc. I CA<;
T a m a Ho
MoviIidad 
I'lageJoB 
Tine iôn de Grwi 
Ks pi>ra N 
Acido alcôhoi
1 1,5 X 3 a 10 micras
No m ô v i 1
No descritc
1 a 1,5 X 6 a 6 micras 
No môvil
G ( + )
No résistants
futüNi a :;
EN AC, A H
Superficie 
L i eva c i ôn
Brillo
kedondas, bordes fil amen t osos 
o proyecciones arborescentes
C o n V e X a
Brillante o mate











FI 1 i f orme
Convexo, bordee a r b o r escentes 
Brillante o mate
Abun dan te, fill forme 






Crée; Imiento en 
superf IcIe





Velo a u p .
Grande de b i do a p a r t £  




Colon I a y redondeadas, lisas, 
lüSHo brillantes convexas
Colonies redondeadas
ACC I ON LOBHF LA LKCML' TOHNASOL
ACC I UN SOHHi; LOS NiTHATu:; 
l'HODUCUluN ni: su? 




No d e 6 c l'i t o
Alcalinizaciôn
No h i droli za
0 1 I I, I LAC J UN DL A/.Oi'A 
ML') LN MLDlu:; I.KMH -
M a 1 loe a






oV 1 DASA 
CATALASA 




UT I [. l LAC ! UN n 
M 1 Diu.( AH MUHUS 
cuMU lULNTL D 
cAHlluNn LN ML 
lU us L I i;U i DUS
T nIU on O
X i J eno
U o N - o I1 
F u o i u i 1
No doser i t o 
( H 1 g 11 loi a estirpes) 
No d o s r r i t o 
No doser ito 
No d e 3 c 1 • i t o 
No d e f! ç r i t o 
No d o d c I’ i t o




(5 d l a s ) 
(24 h . ) 
(25 dlas) 
(6 d I a a )














No res i s tente

















Sed i men t o
Pelîcula blanca coriaces 
Ho produce. Creclmiento granular 
No produce




ACCION SOBRE LA LECHE TORNASOL 
ACCION SOBRE LOS NITHITOK 
EMODUCC1 ON DE SH?
ERODUCCION DE INDOL 
MIDHOLISI S DL ALMIDON
Acidiflcac iôn
UTILIZACION DE 












T o 1 u e n o ,t (24 h
IJTILI/.ACION Dl. Na f t a 1 en o -
M 1 DHiU AKHOROÎ.
COMO EUENTE DE
i'ARRONO EN ME An t rac e no
DION LJgOlDOM Gaeoij na -
G a e - ü i 1 ♦ (24 h
Euel-üil + ( 24 h
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4.1.5. Estudio diag n o s t i c o  de las estirpes P-4, P-5, P - 9 , G-39 
P-40
Veânse lo s resultados de las pruebas bi oquîmicas y mor 
folôgicas en las tablas XIV, XV, XVI, XVII y XVIII.
Se trata de cocos gram pos itiv os  o gram variables, en 
pare]as o ai sla dos, inmoviles. Crecen bien en medios normale s 
a 258C; son cla ramente aérobics. Colonias pigm en tadas  de rojo 
6 amarillo. Pro duc en ferm en taciôn oxidativa de car bohi drato s - 
s i n p ro ducciôn  de gas.
Todas estas pruebas coinc iden con la descripc iôn de la 
familia M i c r o c o c c a c e a e . Podria pe nsarse en bacterias del G. - 
Arthrob ac ter pero no se ban o b s e rvad o nunca formas bacilares, 
habiêndose hecho abundantes p r e p a racio ne s en todas sus etapas 
de desarrollo, en cultives que os cil aron desde M- horas hasta - 
varias semanas de edad.
Dentro de esta familia, e 1 ûnico gênero que reune las 
citadas co nd iciones es e 1 G. Micro coc cus, al que p er tenecen  
las cuatro estirpes  descritas.
4.1.6. Estudio dia gn ostico de la estirpe K-21
Los r e s u ltad os  de las pruebas bioquîmicas y morfol ôg i  
cas en la tabla XIX.
Se trata de un a especie no de terminada del Gënero Ar- 
thr’obacter.
n n n c  i c.At>a y v l
MICROCOCCUS UREAE
CAHACTE R I S T I C A S  
MORroLOGICAL
Tamafio 
M o v 1 1 Idad 
Tine 16n da (i: 
riagaloa 
Eaporaa
Cocos alslados, an pare- 
Jas
0,8 a 1 m i cra 
Inmôv ilea
G ( t )




i:n a g a r










I Ni l. t NAIM)
Craolmlanto 
Hrl 1lo 









C r a d m l a n t o
auparflcla
Turb 1 da z





V 1 ■ COto





Muy lanta fi no licda
Paquafio 
No licûa
ACCION SOBRE LA LECHE TORNASOL 
ACCI ON SOBRE LOS NITRATOS 
PRonUCClON DE SU?
PRÜÜUCf'lON DE INDOL 
H IDROLISIS DEL ALMIDON
A d d  1 f Icaclfin 




A d  d i f l e a d  fin 
No produce nitritoa 
Produce 
No produce 
No h i d r o 11 za
OTILIZACION DL 












U t 1 1 1 za como 







Rof.ra;R Cra ce Cr.o.
B . n e a n o No d a a c r l t o ■ t (6 dial )
To 1ua n o No d a s c i  t t  o ♦
Nat I >11 a n (> No d a a r r 1 ( 2 2  diaa)
UT1LI/,AC|I)N ML
II 1 d h o c a h r u b o s X 1 l e n o No d e a c r { t  o t (3 diaa)
COMO ruLNTi; Di:
Ant ra (a n o d e a e r i (3 diaa)
C ARWoNO IN HE-
DIOS LI QUI DOS G A H o 1 1 n  a descri t o ♦ (3 diaa)
0  a a 1] i L No dllHCI \ i n ♦ (4B horaa)
L u a l  u f 1 No ll  W8 c T’ 1 lo t (3 diaa)
T A B L A  XV. C A R A C T E R E S  Q U E  D E S C R I  B E N LA E S T I R P E  P
M I C R O C O C C U S  UREAE
T A R A CTEKISTICAS 
HOHI OLOc; I CAS
Tamaflo 
Mov 1 L 1 (Ja d 
Tincifin da Gram 
Flagaioa 
Eaporaa
Cocos aislados, an parajaa



















































L I c u s f e c c l 6 n




AUf'IUN SOBRL LA LLCHL TORNASOL 
Al rJ ON ÜOBHL LOS NITRATOS 
FHODUCt; I ON Dl, SM; 
l'HODUrr I ON INDOL
H I DHOLI S 1 S DLi. ALMIDON
Acidilicaclfin 
No produce nitritoa 




No produce nitritoa 
Produce 
No produce 
No hi droli za
UTlI.I/.ArroN DE 
A/.UCARLS I:N ME 
DIOS LigUIDOS
OX i DASA 
CATALASA 
AMON rACO
G I u c u s 












U tilize como ûnica 
fuente de carbono
B«nc«no N o dose ri t o ♦
Tolumno N o descri to - (22 d i a , )
UTII.IZACION l)t Naftal*no No de 8 cr 1t o t
H I DKOCABHUKOU
X I J a n o No d a a c r i
COMO rucNTr: di;
üAABoNo j:n Mt:- An e raceno No (14 dl,,)
Him; LnjiiiDds
Gasoline No descr it o - (21 d i a , )
G a s - o 1 l No descri to t (24 h o r , , )
r u e 1 - o 11 descri t o t (3 d l „ )
T A B L A  XVI. C A R A C T E R E S  Q U E  Ü L S C H I B E N  A LA E S T I R P E  P - 9
■AKACTKRlîiTlCA; 
MURI " L O C K ' A S
Tamaflo
H ovilidad
T in ci fin de Gram
Flagelos
Esporas
Cocos aislados, en pare-
jas
0,8 a 1 micra 
Inmoviles 









COLON I Ah 
EN AGAR
Gupe r t icie 













I NUL I NA[)0
Creclmiento Abundanle 
Re don dâ 







s u p e r ! ici# 






CNLi; I M l EN TU 
EN U E LATINA
Grecimiento 
Llcuefacclfin Muy 1e nid
Peque flo 
No licûa
ACCIUN EUHRE LA LECHE TORNASOL 
ACCtUN SOBRE LUS NITRATOS 
I'ROIUJI'CIUN DE H ? 
l'RuDtJCclüN DE INDOL 
H IDROLISIS DEL ALMIDON
Acidificacifin 
No produce nitritoa 
No descrita 
No produce 
No h i d ro 1 l za
Acidificacifin, coagulacifin 




D T i L U A C l U N  DE 













Ut i 1 Izac i fin como 




Util!zac i fin como 
ûnica fuente de - 
Carbono
Ben reno deacrito - (22 dlas )
To 1 ueiio No descri to t
N 0 descrito (22 dlas )
UTIL I/,AU ION DE
Il 1 DRUCARIIUROS N o descrito (48
ruMO FUENTE DE An t raceno N o descr i to (22 dime)
lAHBONU EN ME
DIOS LJgUIDOS Gasoi in a No deacrito t (24 h o r a s )
No de 9 cr i t o t (46 h o r a a )
N f) deacrito - (22 dise)
TABLA XVII. CARACTERES QUE DESCRIBEN LA ESTIRPE G-39
M ICROCOCCUS HOSLUS G - 39
rorn,» Cocos aislados o an pare-
jas
Cocos aisladoa, o an p a ­
re jas
Tamaflo 1 a 1,5 mlcT’dS 1 a 1,5 micras
CAHACTEHIhTtCAS
MORFOLOGÏCAb





f: ( O i
Inmfivilas 
No posaan
G ( + )
Laporaa No poaaaii No posaan
Forma Circular C ircular







Brillo B r i1 Ian tea Brillantes












C r a c 1m (anto an 
a u p a r I I d a
Tuz-bJ d#K
No 1 o rill a velo 
Da b i 1 me n t a t u r b 1 a
No forma vale 
Dabilmant# turb ia




Licuafacclfin Licûa lantamente No 1 i cOa
ACC I UN SOBRL LA LLCHL TORNASOL No c amb la o alcali No cambia
Arc 1 ON SOHRL LOS NITRATOS Usualmente produce nltri-
Produce nitritoa
PRODUCCION iJi: SH? No dam c r 11 a No produce nitritoa
PRODUCCION nt INDOL No deacrito No produce nitritoa
HI UROL I SIS DLI- ALMI DON No hidroliza No hidroliza
Ac Ida G.» Acido Gaa
X y 1oaa ,
UTILIZACION DL 






Man 11 ol 
(] a 1 a c t o (J a
» -
OXIDALA He- d M N c 1 i La No produce
CATALASA No descrito Produce +
AMONJACO No descrito No produce
K Ü S SLR Cz ac« C.-.C.
Be n fia n <) No descrito + (6 diaa)
T o 1 u a n c> No descr* ito ■ +
or : I, r/.Ac ION dl 
11 I DlOK Al< lUIRos 
COMO rULNTi: DL 
-ARHONO LN ML- 
nl OS 1.1 QUI DOS
N a f t a 1 « h o 
X i laiio 
Ant r.-icano 
Oaa o 1 i 11 a
No descr ito 
No descr i to 
No doe c r i to
K (J i] e s c r i t Ü
- (23 dlas) 
t (20 diaa) 
t (20 diaa) 
t (26 diaa )
0 .1 8 - o I 1 No dti u c;: t i I o t ( 24 h o r a a )
Lual-nil No (I M fi f; r i I o t (48 h o r a a )
T A B L A  X V I I I .  C A R A C T E R E S  Q U E  D L K C R I B L M  LA E S T I R P E  P - 4 0
MICROCOCCUS LUTEUS
CARACTLR I S T K ' A S
MOHKoLOflICAî;
Tamaflo
M o v 11i da d 
Flagelos 
T in cI fin de Gram 
Esporas
Cocos en paies o en tetra-
3 a 1,2 mi eras 
Inmfiv iles








COLON I AS 
EN AGAR


















No descri ta 
No descrito 







T u r b i d ** / 
Sed i m e n l,
No desciito
No produce 
Amari 1 lent o
No forma velo
No produce 
A m a r i 1 lento
l N E C (MIENTO 
EN GELATJNA
> e f a c c 16 n
Colonias amai' i lias 
Muy lenta o no licûa
Colonias amarilias 
No licûa
ACCION bUHKE LA LECHE TORNASOL
ACCION SOBRE LOS NITRATOS 
PRODUCCION DE SH? 
l'RODUCC 1 ON DE INDOL 
HIDROLISIK DEL ALMIDON
Usualmente, dfibllmente









OTI L I Z A C I ü N DE 


















COMO EUENTE DE 




N a f t a J e n o 
X I 1eno 
Antreceno 
G N e o 1 i n a
Eue i-o iI
No descri to + (14 dlas )
No deacrito
descri to f ( 5 diaa )
No descri to + (48 h o r a s )
No descri to + ( 6 dlas)
No descrito ♦ ( 3 dlas )
Nn descri to + (24 horas )
No descrito ♦ (48 horas )
A R T H R O B A C T E R  SP.
C'AHACTERlbTlCAf; 
MOKL O L O G I C A S
Tamaflo
Mo V 1 1 i dacJ
l’iageloa
T inc 16n de Gram
Esporas
Bacilos, largos en cultivos viejos se 
f ragmen t an en cocos
0 , fl X 4 ml eras
Inmfiv iles
No posee
G ( + )
No poseen *

















CAl . l JO
COMUN
C : e I 1 III ( mn t "  e n  
M Up II I ! I ' I**
Sedimento
No forma velo 
Abundante
Hucoso y abundante




ACCION SOBRE LA LECHE TORNASOL 
ACCION SOBRE LOS NITRATOS 
t'KOUUCCiON ÜE bH? 
l'KOltUCCIoN IJE INUOL 
HIDKOLISIS DEL ALMIDON
Alcalinizacifin ieve 
No produce nitritos 
Diidoso 
Nu produce 
No h i d r o 1 i za
UTILI/.ACION DE 
A ZUCAREK EN ME 
DIOS LIQUIDUS'















H I DHOCARHUROS 
COMO lUENTE 













(24 h o r a s )
ESPECIES GRAM NEGATIVAS
4.1.7. - Estudio diag nostic o de las estirpes P-7, K-10, G - 1 1 ,
G-12, A-13, A-14, K-15, G-16, Pa-17, Pa-18, K-22, 
Pa-23, G-26, G-31, G-33, P-34, P-35, P-37 y P-38
Los resultados de las pruebas rea li zadas  con estas es-- 
tirpes estân expuestos en las tablas XX, XXI, XXII, XXIII, XXV 
XXVI, XXVII, XXVIII, XXIX, XXX, XXXI, XXXII, XXX III, XXXIV, - 
XXXV, XXXVI, XXXVII, y XXXVIII.
Todos ellos son bacilos gram negativos, môviles por fl^ 
gelos polares, no esp orulados, aerobios, he ter o t r o f o s  oxidati- 
vos. Producen en general, âcido pero no gas de carbohidratos. 
No fermentan lactosa. Algunas estirpes produc en pigme nte s v e n ­
des o azulados.
Todas estas carac terîs ti ca s res ponden a la de scripciôn  
del G. Pseudomonas, dentro de la familia P s e udomon ad aceae (0. 
P s e u d o m o n a d a l e s ).
Las estirpes senaladas con una P fueron aisladas con pe 
trôleo crudo como fuente unica de carbono; las K sobre k e r o s e ­
ne ; las A sobre asfalto; las G sobre gas-oil y las Pa sobre pa_ 
rafinas comerciales.
.1.8. - Estudio dia gnô st ico de las estirpes P-24 y G-25
Los resultados de las pruebas re al izado s con estas es-- 
tirpes estân expuestos en las tablas XXXIX y XL.
Se trata de bacilos pequenos gram ne g a t i v o s  môviles por 
flagelos peritrît icos o inmoviles. No fermentan azücares. P r e ­
sentan muy poca actividad bioquîmica. No producen pigmento.
Todo ello nos lo s situa en e 1 Orden Eu ba cteriales y den 
t ro de este en la familia A c h r o m o b a c t e r a c e a e .
r S t U D O M O N A S  A E R U G I N O S A
('AkACTEK 1 ST I cAJ 
MOHinLOGlCAS
Tama no




B a c i 1 o s 1 i s 1 <1 d o 6 
cadenas
p a r e j a s
0,5 a 0,b X 1,5 micras 
M6vll con flagelos polares
G ( -  )
No posee
B a c i l o s  a i s l a d o s
2,5 X 3 micras
Mfivil oon flagelos polares
G (-)
No poses





Colonias grandes e Irregula-
r' i t a
Gi'isaceo, medio verde fiuo-- 
rescente
Centro opaco y bordes traslû
Grandes




1 N'El N Abu
( rec i m 1 en t (
Hr i i lo
( o l o r
T uper t Icie
Abundante 
Nu d es c r I t d 
Ür 1 i l rtii t •
Blanco, en medlo tie torna 
v e r d e , marrôn o negro flue 
rescenle
Abundante 
1 r regular 
Brlliante
Blanco crema. El medlo - 
se torna verde. Pérdlda 
















Colonias irregulares en los 
bordes s u p . granulares
ACCION BOBkC LA LE CUL TOKNAbüL
ACCION LOHHE Lob NITRATOS
PRODUCCION DE ;;H;
FkODUCt’lON DE INDOL 
H I DROLISIS DE ALMIDON
C o a g ulaclôn peptonizada, r e - 
ducciôn del tornasol y reac- 
ciôn alcalina
Produce nitritos y nitrôgeno
No produce general m e n t e  
No d e scrito
Alcalini z a c i ô n  y reduc- 
ciôn de 1 tornasol




No hi droli za
UTILIZACION DE 







c 1 a c l o a a
No descrito
0 X 1 DASA 
CATALASA 
AM m N 1ACO 
Kosni.R
No prndiK 
No p l'od u<
1)1 I L 1 ZA! l ON 
ni DR(H ARMURo 
COMO IULNTL 
CARBONO EN 
DIOS L 1()U1 DO
ME
Benceno 
T o 1 lie no
X ( 1 M,"
An t ra c e m  
Grts-ol I 
Eue 1 -ü 1 1 
k e r n s e n u
No d escrito 
No d e n f: r i t o 
Nu d e n c r 1 to 
No descr i(o 




(24 horae } 
(24 h o r a s ) 
( 6 d l a s )
( 3 dlas) 
(24 horas )
C b t U D U n U N A b  A L K U U 1 M U Ü A
• AHAI  T E F I  ST  1 CA: -  
MDHTOLOC.  1 CAS
Tamano 
Movi 1 Idad
T Inc iôn de G r# 
Eaporaa 
Acido alcohol
Bacilos aislados, en pares
cort as cadenas
0,5 a 0,6 X 1,5 micras
Môvil por flagelos polares
G ( - )
No produce i
Bacilos aislados 
0,5 X 1 mi eras




iMJl.ON 1 AS 
CN AGAK






Grisicea, niedio verdoso 
Fluorescente




I MCI, I NADU
reclmlento




Blanco, e 1 me d i o se tortui 












Forma pelîcula en auperficJ#
Abundant#
Abundante
Ligero an(llo s u p e r f i ­
cial
Abundante y homogônea 
No presents
( HT( I Ml I NTO 
IN GELAT 1NA
Llcuefacciôn
ifgvlares. Superf i - 
Wf t . Ama r i 1 le nt o o
ACCION SoHKi: LA LECHE TORNASOL
ACCION r.oDKE LO!. NITRATOS 
rKOIïUCClON DE S H?
PRODUCCION DL INDOL 
III DROLISIS DLL ALMIDON
Coagula, i en pr- ( • <>. i, i ôn y 
reduce iôn d 1 i . i ;. . • . i . Alca 
J i n (za c 1ôn
P r o d u r n  n ( r i l l o «  y n l t t ô g e n o
No pi iu._e gen e r a l m e n t e  
No descrito
A l c a l i n i z a c i ô n , reduc - 






U TILIZACION DE 



















o n  LI/.AC ION DE 
HI UROCAHIUIRO'; 
COMO I UENTE DE 
( ARHONO EN ME 




X I 1 e n o 
An tl aceno 
G a ■ o 1 I n a












(22 d i a s ) 
(22 dlas)




( C A R A C T E R E S  Q Ü L  D C S C K I B E N  LA  E S T I R P E  G - 1 1
PSEUDOMONAS SP.
( A R A C TERISTILAS 
MORFOLOGI CAS
Tamaflo
Mov i1 J dad
Flagolos
T inciôn de Gram
Esporas
fiaciJoa aisladoa 




















Ligeramente alzada en e 1 centro
CALDO
COMUN







CM.»:i; \ M I LNTO
i;n g e l a t i n a
Crée imiento 
L i eue f a c c l A n
ACCjoN SOBRE LA LECHE TORNASOL 
ACC I ON fiOHHE LOS NITRATOS 
LRonUCCION DE SH?
J'ROOUCClüN DL INDOL 
H(DROLISIS DE ALMIDON





UT M. J 7.AC I UN DL
a/.ucaheî; en me 
Dior. L I QUI Dus"
G 1ucosa
Sacaroaa 
H a 11 ui a
Man i toi 
Jalactoea







U T I M Z A C I U N  DE 
HIÜROCARIUIROS 
COMO FUENTE DE 








(2 dias ) 
(22 dlas) 
(22 dias)
(24 h o r a s ) 
(22 diaa)
(3 d l a s ) 
(24 h o r a a ) 
(22 diaa)
C A R A C T E R E S  Q U E  D E S C R I  B EN LA E S T I R P E  Q - 1 2
PSEUDOMONAS BOREOPOLIS
CAHACTEHISTICAS
MOR Eu Lo c  1 ('A':
Tamaflo
M r, V i 1 i d a d
T lrj c l 6ii de r. 1 am
Esporas
Bacilos aislados o en 
parej as
0 , 5 a l x 2 a 3 u  
Môvil. Flagelos polares
f ; ( -  )
N{) pusee (













Brl H a n t e
L igeramente alzada 
en e 1 oentro
I Nt l, 1 N ADO
Eoima







Amebo i de 
Brillante
Alzada en e 1 centro
( recImiento 
auprI f icle
S e d i m e n t o
N o  d e  H c !■ i  t  <




S e d imento escaso
( BEC I M 1 r NTU 
EN U|  LA ]' I NA
c I e > imiento 
E 1 <. lie i ,%c ( ôn da
ACC I UN I.OHKE LA I..ECHE TORNASOL 
AC(ION SOBRE LOS NITRITOS
l'ROUUf C I O N  IJE IN DO L 
EMODUCCION DE UH?
H I DROi.l S I S DE ALM I UoN




No h i d I-o 1 i z a
Alcalini z a c i ô n ,  pep- 
tonizaciôn
Produce ni tri tos
No produce 
No hi droli za
UT I l.l 7AC I ON 
A/UrARLS EN
L I O': I. H;U 1 DO
Man I t u 1
' ATALASA




UT I i l 7.AC ION DE 
H 1 HRn( ARBURfiS 
' ' O M H I UENTI DE 
lARloiNO EN ML
L 1 Ol, I, 1 o u  I DOS







(24 h o r a s ) 
(22 dias)







TinciÔn de Gram 
Eaporae
Bacilos aislados
0,5 a 0,8 X 1,5 a 3 micras









c o l o n i a s
LN AGAK









Am e b oidea  ^






No descri to 
Filiforme, ondulado 
















Forma an illo superficial
Abundante y hom o g ê n e a  
Sedimento blanco




Colonias circulai*es , blan 
quecinas. Superficie U s a .  
[. a V a n t a d a
No licûa
ACCJON ÜOUKE LA LLCHL TORNASOL 
ACCION LOHKL l.OS NITKATOS 
l’HDliUrc I ON DL SH? 
l'HOHUCCl ON DL INDOL,
III DROLISIS DL Al.MI DON
No descrito 
No produce nitrites 
No descrito 
No descri to 
No hidroliza
A l c alinizaciôn




UTI LIZ AC I ON DL 





Mel t () s a













IJ r I 1.1 ZAf 1 .)N DL 
III DHOCAKltUHU:; 
COHO rULNTL DL 
CAHHONO LN ML- 
DIUL LlljUlDOL
Benceno










(3 diaa ) 












M ü v J 1 Idad 
TInciôn da G ram
Acido alcohol
Bacilos aislados, en pares 
o certes cadenas
Û,b a 0,6 X 1.5 u
Môvil par- flagelos polares
G ( - )
No posee
B a c i l o s









K T-1 i 1 o
Colonias grandes e irregula- 
No descritâ
GrJsêceo, medlo verdoso 
f 1uorescente
Centro opaco, Lordes traslû-
Lisa
Elevada en e 1 centro
Crema. Pigmento verde 
en eI medlo
JCI.INADU
) ■ ■ I ifi .1 
( Oj Ol
Abundant e
No lie H I r i l a
hr i 11 an te
Blanco. 1.1 mudJ/- 




Blanco. P i gmento verde 
al medio
L i g e ramente alzada en 
e 1 centro
: AL 1)0
G !•« o 1 m i « n l c 
n u p e rI icle
Tuibi dez
l'.ed imeiit o
superficie Pelîcula s u p e rficiel
Homogênea
I KE( IMIENTO 
EN (lEi.ATlNA
AGClON bOKHE LA LECHE TÜKNAEOL
ACCION SOHKE NITRATOS
EKODUCCION HE SH?
PRODUCCION DE INDOL 
H I DROLISIS DE ALMIDON
C oaguJaciôn p eptonizaclôn y 




No produce genei 
No descri to
A lcalinizaciôn. Reduc- 
ciôn del tornasol





G 1 u r o # A
UTILIZACION DE 
AZOCAKE:, EN ME 
|i|u:; LIUUIÜO!-.
Man l t oJ 
üalactoea













ruMO EUENTE DE 
CARHoNU EN ME 
DlOS LI QUI DOS
To lueno 
Ü a a o 1 i n a





Nu d e me r i t o 










C A R A C T K R E S  Q U E  D C S C R I B E N  LA E 3 T I R P E  K - 1 5
PSEUDOMONAS A k EUGINOSA
CARACTEKISTICA^ 
MOHI OLOO I CAS
Tamafio 
Movllldad 
Tinciôn d« Gram 
Eaporas 
Acido alcohol
Bacilos aislados o en pé 
o cortaa cadenas




B a c i l o s  a i s l a d o s










Colon 1 as grandes e irregula 
No descrlto
Grisftceo, medio vsrde. 
Fl u orescente
Centro opaco, bordes traalû
Tamafto medio
Centro abultado bordes











Blancw, medio borde y ma- 




Centro opaco y bordes - 
traslùcldos
Blanco crama




a upe r t l c i 
1 u r b i d # z 
\edI m a n t <




Abundante y homoginea 
No présenta
( Ml ( l M I l.'NUJ
IN (3i;i.a t i n a
L 1c ueI acei ô r
Bordes i r r e g u l a r e e . S u p e r ­
ficie granular. A m a r i 1 len-
ArcioN .'.OMRi: LA LL' HF TOHNASOL
AccJON SOHKI l,or; NlTHATüS 
PKUDUCCION DE SM^ 
l’HODUCClON Üf; INDÜL 
HI ÜROLlniK DE ALMIDON
Coagulaciftn, peptonisacIAn, 
red. del tornasril. Re a< c i An
Produce n ltrltos y nltrogeno 
No descrlto


















No das <' r 1 t c. 
No deacT'llo 
No deec r l I o  




u ri 1,1'/.Af I (;n Ul: 
HI DKOC'AHHUMiiy 
( OMU rULNTi: Ul. 
CA H HONU LN ML- 
Din:, Ligui DUS
Hen o Q 
Toi ne 
Nat ta
N (j d e a c r 1 t c) 
No dee or’llo 
No deocr'ito 
No d escrito 
No desc r l t o  
No d e s c r l t o  








( 3 dlaa ) 
(22 dlas)
r S t U D O M O N A S  T A E T P O L E N S
C A H A L T E K I S T  IUAS 
MOKf'UI.nf; I C AS
T a m a M o
H o v i 1 j d a d
F l a g e l o s
T i nc i ôn d« G r a m
E s p t> r a a
A c i d o  a l c o h o l
B a c i l o s  r e d o n d a a d o s  a i s l a d o s
0 en c o r t a s  c a d e n a s
No desci'ito 
M 6 vi 1
1 a S p o l a r e s
G (- )
N o  p o s e  e i
B ac i l o s
0 ,5 X 1 m i c r a
M A v i l
P o l a r e s
G (-) 
N o  p o s e e
cni.oN I A! 
IN A('.AH
S u p e r f i c i e
E l e v a c l A n
C o l o r
B r i l l o
C i r c u l a r ,  b o r d e s  e n t e r o s
L i g e r a m e n t e  a l z a d a
N o  d e s I- r i t o 
N o  d e s c r l t o
C i r c u l a r
L i g e r a m e n t e  a l z a d a  en -
el c e n t r o
C r e m a ,  m e d i o  v e r d e  p o r  
d i f u e i A n
A G A KINCMNAUO
C r e u {in 1 e n t (
B r i l l o  
S u p e r  f i d e
A b u n d a n t e
N o  d e s c r i t o  
N o  d e s c r i t o
N o  d e s c r i t o  
P e n e t r a n t s
C o l o n i s a  pequeflaa a h u n -
R e d o n d e a d a
Brillante
V e r d e  e n  e l  m e d i o
L i s a
F u e r t e  o l o r
AkUU
::oNUN
C r e c i m l e n t o  en 
s u p e r f i c i e
T u r b 1 de z
S e d i m e n t o
P r o d u c e  p e l î c u l a  de a s - -  
p e c t o  o l e a g i n o s o
Pr o d u c e
L i g e r a
f o r m a  s e d i m e n t o  b i a n c o
(•hi:c i m i i ;n t o
IN ari.ATlNA
C r e c  I m i e n  to 
L l c u e f a c c i A n
N o  d e s c r i t o  
N o  1 1 c Û a
A c r j O N  S O B H E  LA L E C H E  T O R N A S O L
A C C  I UN n O M H E  N I T K I T O S  
PKUUUi'C 1 UN DE '.H/
I’R O D U C C I O N  DE I N D U E  
H i n H U L I S I S  D E L  A L M I D O N
A c i d i f i c a c i A n  , c o a g u l a c i A n  
y re duc c i An d e l  t o r n a s ol
N o  p r o d u c e  n i t r i t e s
Produce
N o  p r o d u c e
N o  h i d r o l i t a
A c i d i f i c a c 1A n  d u d o s a  y 
p e p t  on i z a c i A n
N o  p r o d u c e
N o  p r o d u c e  
N o  h l d r o l i z a
A ü i d o G a «
X y l o s e + - - -
G l u c o s e - -
in I i, r/, AC ION di; L a c t o s e + - - -
A/ UCARI.n L N  -
r U L T  1 V U E  Lig i M
bscaz'osa
D UE M a 11 0 s a - - -
H a n 11 o 1 ! - ♦ -
G « 1e c t CM d
UX 1 IJALA No da-jrrlto
‘ Ai A L A ‘.A • »
A H O N  I A C U No d e m c r i  to P r o d u c e
K 0 b s i: k No d e s c r i t o C r . c .
H . n . . n o No ■ lencr I to ( 22 d ] *• )
Tülu.lio de m 1 (' ( I <1 t ( 14 d l a s )
N a f t a l e n o No d e s c r i  to (22 d l a a  )
U T f L I Z A C l O N  DE
M t nHOf'ARHUHf'jS A n t r a c e n o No d e s c r l t o + ( 9 d l a a  )
i'OMO ITJENTi: DE
X i l e n o No d 6 fl c r 1 to ( 14 d l a a  )
CARIU'NU EM ME'
P l u s  E l g i n  DOE U a o c l i  nn No d c r» (. r i t o Î ( 14 d l a a  )
G a s “ o i 1 No d e s c r i t o t ( 2 d l a a )
Eue 1 - o i 1 d e s c r i t o ; ( 14 d l a a )
C A R A C T E R E S  Q U E  D E G C R I B E N  LA E S T I R P E  P a - 1 7
r S E U DOHONAS AERUGINOSA
CAHACTERl S T K  A3 
H U REOLOniCAS
Tamano
Mov i 1 i dad
T in c 16n de Gram
Flagelos
Espéras
Bacilos aislados en pares 
o cortds cadenas
0,5 a 0,6 X 1,5 mi eras















Colon ia s grandes e irregu- 
No descrito
GrisSceo, medio verdoso. - 
Fluorescente
Centro opaco y bordes tras 
1ûc Idos
Pequaflas




















V re u l RI i en t c 
s u p e  ri l c i e
T u r b 1 de z
Se d J mento
Form« 
f I c i *
Abundante
Abundante







Colon ia bordes irregularee 
superficie granular
L i c Ûa
Amarillo a a m arillo verdoso
ACCION SUBHi; LA LECHE TÜRNASOL
AFCION So BKL LUS NITHITÜ3
C o agulüciôn, pepton 1zaci6n 
red. del toinaeol. Re ac c i An
Produce nltrltos y nitrAge-
A 1c a 1 ini z d c i A n , coagu-
No produc €
FKODUCCIÜN l)i; LH^ 
l'KuDUrt: I UN ni: INDOL 
MIDRULISIS DEL ALMIDON
No descrito




XyJ o»« - - ' -
G 1uco.a - - - -
irn 1.1'/.A( 1 ON m:
LN -
( lil/l'1 VO.'. 1,11)1.11
110 y
H a 1 C o II d - - - -
Mail) toi - - -
lia l act üsa
OX) DAI.A descri Produce
CATAI,AOA d o n c r i o Produce
ANUNIACO No d e a c r 1 0 Produce
KOSr.TK No d.acrl °
Crac,
Banc. nu No d.acrl t (1 d l a )
T 0 i u e n U Nu de N C r i o - (22 dlaa)
UT 1L 1 ZAC: ON 1)1; Naftaleno No de 8 c r i o - (22 dlaa)
111 l;KO( ANBUHlII,
Xlleno No de 8 c r i (9 dlaa)
1 ONU rULNTi: Di:
CAHBUNO LN M i ­ Antraceno No (22 dlaa)
ll 1 un i.iyuiiios
Gaioli n a N o deacri o + (2 dlaa)
Uas-oil descri o + (1 dlaa)
Eue 1'o i 1 descri o t (1 dlaa )
PS E U DOMONAS A E RUGINOSA 
VAR. ACROMOG E N I C A




r 1a g a 1 OS
T i n c 1 An da Gram
Esporas
Bacilos aislados, en pares 
o cortas cadenas





B a c i l o s  a i s l a d o s





COLON 1 AS 
EN AGAR
Superf i c ie 
ElevaciAn
Brillo
Colonias grandes e irregula 
No descrlto
G r is&ceo
Centro opaco, bordes traslO
A m e b o i d e , tamafio peque
Ligeramente alzada en 
el centro 
Blanco - crema 
Brillante
AC AR
I N C L J N A D O
C recimientu 
Brillo 
Super 1 i c i e
Abundante 




Abun dan te 
CIrcular 
Brillante 
Blanco - crema 
L igeramente alzada
C f • c I III I en t f) en
e up« r i i I- i e
T u i ■ h 1 d •
Ledl men to
pelîcula superficial
A Lund'in I i 
Abundan It
Anillo 6 u p e r rIc i a I
Homoginea
G ran cant I dad d# sedi 
mento fill forme
;i;i.ATINA
Hordes irregulares. Super - 
i i c i I* irregular
ACCiuN ‘..OHRi; LA LE('HE TÜHNALÜL
ACCIUN :;OHHL Lu:i NITHATt);; 
f'HODUrcloN III: !:H;
I'RODtJCi: 1 ON DE INDOL 
HIUKOLISI % DC ALMIDON
'0.11’ul ac i An , pnptoni zac 1 An 
reducciAn del tornasol. A l ­
calin i /.a (• i An
ti. luce nltrltos y n i t rAge no 
No desciiiü
N»' p reduce generalmente
No d»: J c r i t o
A l c a 11n i zm c i An y pepto 





A/IM AKES l.N rUL 
TI VOS LlgUI DOS
Xyloaa 
G 1 u e o s a 
Lac t os a 
SauarosA 
H a 11 u 8 a 




A M O N 1ACO
K 0 S îj L H
No descrito 
N u descrito 





u n  L I/.AC 1 ON DE 
III DHOCAKMUKO',. 
COMO IIIENTL ur 





No dene rite 
No d « s c r 1t u 
N<j dnscri to 
No d ff H c r i t o 




( h o r a s ) 
(77 dtaa ) 
(2U horas) 
(2 dlas)
( 2M h o r a s ) 
(2M horas) 
(6 dims)
P G t U D O M O N A S  A E R U G I N O S A
•AHAl TEH I STl CAf 




Tinclôn de Gram 
Eaporas
Bacilos aislados, en pares 
o cortas cadenas





Bacilos aislados o an 
parej as











Colonias grandes e irregu- 
No descrito
G ris&ceo, el medio se tor- 
na verde fluorescente




Centro a bultado y b o r ­
des lisos





Super f i c ie
Abundan t e 
No descrita
Blanco el medio se torna - 
v e r d e - m a r r A n , Fluorescente
No descrito
Ameboide, horde ligera 
men te dentado
Brillante
L f s a










s u p e r f i - Anillo superficial
Abundante
Sedimento filamentoso




Colonias bordes irregula-- 
res y superficie granular
ArclON SOBRE LA LECHE TORNASOL
ACCION SÜBRE LOS NITRITOS 
P KODUCCIÜN DE BHj 
PRODUCCION DE INDOL 
HIDROLISIS DE ALMIDON
C o a g u l a c i A n , peptonizaciAn 
y reducclAn del tornasol, 
Reacc 1 An a l c a l i n a
Produce nitritos y nitrAgeno
No descrito
No produce generalmente 
No descrlto
























OTI 1.1/.AC I ON DE 
H IDHOCARBUHOS 
COMO rUENTK DE 














































Colonias grandes e irregu-
No descrlto
Gris&ceo, me die 
Fluorescente
Centro opaco y bordes 
transparentes
v e r d o s o . -
Grandes e irregulars* 
Lisa







Hr I 1 1 o 
Col or
S upe r ij cle
Abundante 
No deacri ta 
Brillante








Grec I in I ento en 
n u p e i i Iris
T u r b 1 de/




A bundante y homoginea 
F ilamentoao
1 M I FNTü 
EN GFI.ATINA
C r # r i mi * Il i o 
L i c ue t c 16n
Bordes irregular'es s u p e r f i ­
cie granular 
Li cAa
Ai.riDN ÜÜHHF LA LECHE TOHNASOL 
ACTION SOMME LOS NITHATOS
rHouurciON d e su y
FHOUOrcioN DE INDOL 
Il 1 DMOLl S I S DEL ALM I DON
CoagulaclAn, pepton 1zaciAn 
y redu r c i An del tornasol. 
ReacciAn alcalina
Producun nitritos y nitr a t e s
No d»' y r; J i t o
No produce gfjner aimer, te
A l c a l i n i z a c i A n  y peptc 
n i zac i An
Produce (1 dis) 
Produce 
No produce 
Ho h i d r o l 1za
UTIL)/ACI ON DE 
AZllCAHES EN ME 
DIo:: I. iguiDoir
b a ca rus a 
Mai lues








H • n 1 ■■ Il dt* H i t o - (22 dlas )
Toluf.no >lt, *i L r i 1 o - (22 dis» )
ili i 1.1 /. A t i ON DF, Na t t .1J n no il H 'J C r 1 I 0 (22 dlaa )
Il 1 DKoi AHDUKOO lit* M «J r 1 t ü (22 dlaa)
lOMo 1 111,NT). DE 
( A HDoNc EN MF An.rnocno d '' Ti I i t o - (22 dlaa)
I i l o i i  LlgiilDo:; C.-inoi îna d »; r i t  O t (3 dlas )
d e H (. I 1 t f .< t (6 dlaa )
Fur J - o i 1 11 *1 a ■ ' I I i o t (1 dl» )
C A R A C T E R E S  Q U E  D E S C R I B E N  LA E S T I R P E  G - 2 6
PSEUDOMONAS HILDENBERGII
ARACTLKISTICAS
MORFOLO G I C A S
Tamano
H o v 1 1 i dad
Flagelos
TInc i An de Gram
Esporas
Bacilos a i s l a d o s , extremos 
redondeados





B a c i l o s















Circulares bordes li- 
Rugosa
Escasa, convexa 




C rec i m i e nt o
Bri 1 lo
Cc) lor
S u p e r f 1 c ie
No de s c r 1t a 













No produce velo 
Produce
Forma velo
Abundant e , homoginea 
No produce
C R E C IMJFNTO 
LN «LLATINA
Cr e c imlento
LicuefacclAn
Superficie lisa bordes 
alzadon brillantes
ACCION SOBRE LA LECHE TORNASOL 
ACrION SOBRE LOS NITRATOS
p r o d u c c i o n  d e  SH?
PHODÜCCTON DE INDOL 
MIDROLII'.IS DE ALM i DON
No coagula. Produce un 
anillo azulado 





Produce pig, verde 
d ifusible 
No produce 
No h 1droli za
iiT 11.1 ZACI ON DE 
AZU CARE!: EN CUL 
T1 VO:. Liguinos^
C, 1 u c o s a 
Laotosa 
L a c a r o 8 a 
Maltos/i 
Man i t n 1 
Galactose




N fi it e e c r I t <> 
No descrlto 





UTIL I/AC ION DE 
HIDHOCAHBUKDC 
COMn El'EN I E DE 




















(3 d l a s : 
(22 dlas)





M o v 11i dad 
Tinrlôn d# Gram 
Eaporaa 
Plagaloa
Bacilos aislados, en pare - 
j as o cortas cadenas




B a c i l o s  a i s l a d o s











G r l s l c e o , m e d 1o v 
F luorescent e
Centro opaco 
1 0 c 1 dos
y bordes tras











Blanco, el medio se torna 














L1cue face 1 An
Colonies grandes e irregu- 
lares superficie granular
ACCION SOBRE LA LECHE TORNASOL
ACl'lON SOBRE LOS NITRATOS
Coagulée 1 A n , p e p t o n izaciAn 
Red. del tornasol y a Ica 1^ 
n 1z a c 1 An
Produce nltrltos y nltrAge
AlcalinizaclAn. Red. - 
del tornasol y p e p t o n ^
Produce nltrltos
PRODUCCION DE SHg 
PRODUCCION DE INDOL 
HIOROLISIS DEL ALMIDON
Ne descrito






AZUCARES EN ME 


















U T I L I ZACI ON DI 
Ml DHOCARBURtiH 
CUMU rUENTE DE 
CAHBONO EN M E ­




















T a m a n o
Movilldad
Flagelos
T 1 n c i An de Gram
Esporas
Bacilos aislados o en pares 
0 , 5 a l x l a 3  micraa 














































I'RLl'l M I ENTO 
LN GELATINA
G r e c r l m i e n t o
LicuefacclAn
Colonise areolares, blan 
cas y b r i 1 lent es 
No descrito
ACTION SOBRE LA LECHE TORNASOL 
Arc ION SOBRi: I.OS NITRATOS 
PRODUCCION DE SHy 













A/UCARES EN ME 
DIOS LiQUinos


















HI d r o c a n h u r o s  
COMO LUENTE DE 
I'ARHONO EN M E ­
DIUS LI OUI DOS
T o i u • ri r,
Na f t .1 L eno
Ant T'seen o 
G AN o 1 ina
G a s -n I 1 



















T i nc 1 An da Gram 
Eaporaa
Bacilos aialadoR, en pares 
o cortas cadenas 
0,5 a 0,6 X 1,5 micraa 
M6vil por flagelos polares 
G ( - )
No posee
B a c i l o s  a i s l a d o s
0,5 X 1 mieras 
Môvil. Flagelos polares 
G (-)
No posee





Colonias grandes e Irregu- 
No descrlto
Gris&ceo, el medio se torna 























Blanco - crema. Difunde 




CrecImi ento en 
superf i c 1e
Turb i dez
Sedimento









C r e c 1m i en t c
LicuefacclAn
Colonias non hordes i rre-- 
gularea. Superficie granu- 
1 ar
ACL)(;N SUBRE LA LECHE TORNASOL
ACTION SOBRE LOS NITRATOS
CoagulaciA). p ept on 1 zac i An 
ReducciAn del tornasol. 
Reacciôii a Ica 1 i na
Produce nitritos y nitrAgc
Alcal i n i z a c l A n  coagulaciAn 
y r e d u c e ! An del tornasol
PRODUCCION DE SH? 
l'KODUf'CrON DE INDOL 
HIDROLIRIS DE ALMIDON
No descrito
No produce generalmente 
No desci'ito
Produce en p r o f undidad 
No produce
UTILIZATION DE 
AZUCARES EN ME 
D io K  L i g u i D o r , ”












No d e s c r f f
Produce
tl I i 1.1 /A< I ON DE 
HI liROCAR lUIRo!. 
TOMO I II),N I i: DE 
TARIU'NO EN ME- 
DlOf; LI gui DOS
loi Ina
B - o n
• 1 - o i 1
No descrlto 
Nu d e M c r i t o 
No cl «ur r i r o 
No deM cI iIo




P r . C UD OM ON AS  A t P U G t N O R A
AHACTLH I ;.T I CAf 
MORI'0 L()(; I (‘AS
Mov i 1 i <Md 
Tincïôn de Ci 
Esporas 
r lag®log
Bacilos aislados, en pares 
o cortas cadenas
0,5 a 0,6 X 1,5 mi eras
Môvil
C ( - )
No posee ^
B acilos aislados











Colonias grandes e irregula 
No descrito
Gris&ceo, medio verde f l u o ­
rescente
Centro opaco y bordes t r a s - 
1Û c i d o s
Grandes ameboide
E levada en el centro 
B l a n c o - c r e m a , medio vein 
de fluorescente
IN'I.lNAIKi
Crec imi en to 




B t { 11 ant e






B r i 1 Ian ta












( RET IMIENTO 
FN CLI.ATINA
Trecimiento
L i cuei acc i An
Colonias bordes irregulares 
superficie granular. A m a r i -- 
11 entas o amarilias verdosas
ACTION fiOHKi; LA LLCHE TORNADO L
ACCION :;OBRE LOS NITRATOS 
LRODOCC ION UE SH;,
J'HOUUrcioN DE INDOL 
HIDKOl.ISJS. DL ALMIDON
Cougulacion, peptonIzac iôn y 
reduce ion del tornasol. Reac^ 
ci6n a l c a l i na
Produce nitritos y nitrôgeno 
No descrito
No produce generalmente 
No desrI’i t o
P eptonizaclôn . AlcallnJ_ 





No h i d r o 1i za
OT I L I /.AC I ON DL 
A/.Uc a RL-. LN ME 
UlOS LIQDIDOS"'
G 1ucoaa 
La c t osa 
Sacarosa 
Maltose
Man i to 1 
Ca lactosa




o n  LI /.A(. I ON Dl: 
111 DROCAHIIUKO!; 
COMO IIIJ.NTL DL 
'’ARiJONo LN ML- 
Dios LigoiDOC
N .1 1 t a 1 e no 
Ant r.icen"
Fuel ■(. 1 1
No descri 
No descr I 
No descri 
No d e s c r 1





(24 h o r a s ) 
(24 h o r a s ) 
(24 h o r a s ) 
(24 h o r a s ) 
(24 h o r a s )
(24 horas ) 
(16 d Îa s )




Mov i1 i dad 
I i rI ' ■ n de Gram 
Flagelos 
Feporas
Bacilos aislados en pares 
o en cadenas
No descrito



























Irregular. C olonias con-- 
Brillante









Forma pelîcula que se ad- 
hiere a lam paredea del -
Homoginea 
No produce




f KKG I MI I NTO 
FN GELATINA
I. i i; ue f acc 1 6n
Colonias circulares, ele- 
vadas brillantes, blancas 
de borde s enteros, Nodulo 
central
Lenta 1 i cuei acc i An
A(.<1()N : ; i )HKI ;  l a LEG HE TGRNA!:GL
ACTION ::o h k f  l o ;; N I T R A T O f
A 1 c .11 i n j za r I ôn , )>eptoniz£ 






PRoDUrr[ON SH, N n d e a c r i to No produce
1‘HollOrc ] ON I) F I NDO L No produce No produce
HI DK o l I F.l S DE ALM I DON No descrit H i droli za
Acido Ga^ Acido Gas
Xvloma No de SCI' ito -
descr i to » -
O T 1LI%AGION DF descr ito - -
A/U.ARE5 FN ME
Sacarosa descri to -
Dl 0 ‘i 1. lOUI DOS“
Ma 1 1 osa descrlto -
Man i toi descr ito - -
Galactoaa descrlto
OX I DASA (1 e s <• r  j t o F roduce
t ATAI.AF.A J h ' . i  r  i t o Produce
A M O N ! AGO ' ’ " No produce
• I.Hc-iro Crec.
t (24 horas)
1 " I li»* 11 ■ 1 d r rj r r ito Î
o r 1 1. 1 ZA' I ON Dl
r i l . .
t ( 8 dlas )
II I [IROGAKHUHOS d i 1 o t ( 24 h o r a s )
GOMO 1 DLN'l'l. DL
I AKIoiN o l.N Mi­
Ant 1'.1 ■ e nn t ( 24
ll I OS 1,1 00 I DOS G.tM. 1 il, 1 d r d r . ' i t . ,
G.an 1 1 <\ I' f, r  Ï i t o t
1 uel','1 1 1.1 a c 1 ito t (18 dlas)





Mov i1 i dad 
Tinciôn de Gram 
flagelos 
Esporas
Bacilos aislados en pares 
o cortas cadenas











COLON I AL 
EN ACAR
L u p e r f i c i e 
ElevaciÔn
Colonias grandes e irregu- 
No descrita
Grisâceo, el medio se torna 
verde fluorescente marrôn o
Centro opaco y bordes tras- 
lûc idos
Colonias ameboides gran- 
Convexa








B l a n c o , el medio se torna 






Crema. Difunde pig. verde 
al medio, que se ennegre- 















Creci m i e n t (
L i c u « t n c c ( ô n
Colonias bordes irregulares 
Gupei'ficie granular, amar i - - 
1 lo- verdoso
ACCION LOBRE LA LECHE TORNASOL
ACTION SOBRE LOS NITRATOS 
ERODUTTION DE SHy 
PRODUTCI ON DE INDOL 
HIDROLir.IS DEL ALMIDON
Coagulaciôn, peptonizaciôn - 
y r e d u c e iôn del tornasol. 
Reacc i ôn alcalin a
IToduce nitritos y nitrôgeno
No descrito
No produce generalmente 
No descrlto
Alcalin i z a c i ô n , peptoniza 






OTI 1.1 7.A'-1 ON DE
A/ot a r e :; e n  mi:
DIO î; L I ou I Dos"
G lueosa
M a 11 osd 
Galactose










in f I, I /.AT I ON DE 
II I DR<H ARHIIRO:; 
GOMO 1UENTE Dl 
lAHHONo EN m e ­
d i o ;, 1.1 go I DO:'
Benceno
Toi ueiio 
Naf t a 1er
X f 1 eno
Gaso I lioi
No descr i tc 
No d PS (• r i t (
• i t f
No '.Ie s C r I t ( 
No de sG r i t( 
No dpscritc 
No d =1 o r i 1 '













TABLA XXXIX. CARACTERES nUt DESCRIBEN LA ESTIRPE Pa- 24
a c h r o m o b a t t e r  FARVULUS Pa-24
Eorma Bacilos pequehoB B a d  los pequehoa
Tamaho 0,1 a 0,2 X 0,3 a 0,5 m . 0,1 X 0,5 micraa
Hovilidad Inmôv iles I n m ô v i lea
riagelos No poseen No poseen
Tinciôn de Gram G (-) G (-)
No poseen No poseen
Forma Punt 1 forme Muy pequeftas
Superficie No descrito
Elevac Iôn No deucrlta
Color No dmsrrIto Incoiora
Brillo No descrito




Superi i r i e No descrito
Tree im i ento en No descri to No forma velo
super* 1 c le
Turbidez Huy emraa^i Muy eacaaa
Muy descr ito No produce
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Superficie 
L 1 eve cl 6n
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No descr i t a 
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fhL< I M I LNTn 
LN CLLATINA
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M a n 1 t o 1 
( ; a 1 a c t k) a «
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KO!: SLR
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X I leii"
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I ' 11 f> I - (-; 1 1
(3 dlas) 
(3 dlaa) 
(22 d i e s ) 
(4 dlas) 
(22 dlas) 
(4 d l a a ) 
(3 dlas) 
(11 d l a s )
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4.2. - Pruebas p r e l i m i n a r e s . Medlos de cultivo
4.2.1. - Estudi o d e la fuente optima de Nltro geno
Utilizand o gas-oil como fuente ünica de carbone, se - 
hic ie ron pruebas para det er minar la fuente de n i t r ôg eno o p t i ­
ma y su concen tr aciôn en los medios de cultivo.
En una pr im era  experiencia, las condiciones de c u l t i ­
vo fueron:
Medio de sales minérales " A ”
Temperat ur a ..............  26°C
pH ..........................  7,2
Fuente de carbono .....  20 ml gas-oil cornercial/litro
Velocidad de agitaciôn . 150 rpm
Inôculo .................... 0,2 ml de un cultivo de 72 ho_
ras en caldo comûn
Tiempo de incubaciôn ... 7 dîas
Matraces *'er lenmey er ” de 150 c c con 20 ml de medio
Las medidas de creci mient o se hicieron por tu rb idime--
tria.
Las sales n itrogen ad as ensay adas fueron las siguien tes
ClNHi^ .........................  5 gr/1
NOgNà .........................  7,43 gr/1
NC^Na .........................  6,45 gr/1
SO^fNH^); ....................  6,17 gr/1
N O 3N H 4 ........................  3,73 gr/1
PO^HgNH^   10,8 g r /1
Las cantida des  de cada una fueron calculadas en rela- 
ciôn con la p r o p or ciôn de nit rôgeno, tomando 5 gr/1 de CINH^  
como r e f e r e n d a .  No se ensayaron fuentes orgânicas de nitrôge 
no, para evitar int ro du cir una fuente de carbono distinta del 
h i d r o c a r b u r o .
Los resu lt ados se exponen en forma grâfica a continua 
ciôn (grâfica 1). Como se v e , se probar on 18 estirpes diferen- 
tes.
n-H . O -  n . Q .n
n . n J ]  n  n  r.
" . r-
n  '
S ■^•"4 “i'*",'» "•'l ’"V"'
.1 i
n n ± j
Se puede concluir, que las sales mejor u tiliza da s en 
general fueron C I N H ^ , P 0 ^ H 2NH^ y N O 3N H 4 , siendo mener el cre_ 
cimiento con NOgNa y SO^fNH^)^ y casi nulo con N 02 Na.
En c o n s e c u e n c i a , siempre u t i l izamos en las pruebas -- 
C I N H 4 , cuyos r esu lt ados fueron los mas homogeneos.
Los valo res  n u m e ricos  de esta e x p e r i e n c i a  estan repre 
sentados en la tabla XLIII.
ESTUDIO DE LA FUENTE OPTIMA DE NITROGE NO  
Valores de abso r b a n c i a  a 5 00 my^. una ve z
extraido el resto de h i d r o c a r b u r o
TABLA XLIII -
Mi cr oo rga nismo N 0 2 Na N O 3N H 4 P O 4 H 2N H 4 S O q ( N H 4 >2 C I N H 4 NOgNa
P - 1 0 005 0 030 0 165 0 075 0 050 0 080
P - 2 0 005 0 025 0 015 0 020 0 015 0 035
P - 3 0 020 0 020 0 035 0 015 0 020 0 035
P - 4 0 005 0 285 0 345 0 225 0 225 0 155
P - 5 0 005 0 765 0 800 0 645 0 750 0 490
P - 7 0 025 0 075 0 060 0 025 0 055 0 030
P - 8 0 010 0 020 0 010 0 010 0 025 0 025
P - 9 0 005 0 185 0 570 0 480 0 690 0 140
K - 1 5 0 010 0 015 0 010 0 005 0 050 0 020
A - 14 0 010 0 015 0 010 0 010 0 020 0 020
G - 12 0 035 0 025 0 025 0 035 0 045 0 045
G - 11 0 015 0 015 0 010 0 01 5 0 030 0 025
Pa - 23 0 010 0 025 0 015 0 005 0 015 0 025
K - 21 0 025 0 060 0 105 0 030 0 045 0 080
P - 18 0 010 0 015 0 030 0 020 0 020 0 030
A - 13 0 020 0 025 0 015 0 020 0 020 0 045
P - 17 0 020 0 040 0 025 0 045 0 040 0 070
«y
4.2.2. - Concent racion optima de la fuente ni tr o g e n a d a
En una segunda experien cia se probaron dist intas con- 
centraciones de C I N H 4 en el medio de cultivo, m a n t e n i é n d o s e  - 
fijas las demas condiciones, con objeto de enc on tr ar los valo 
re s ô p t i m o s .
Las condiciones de cultivo fueron las siguientes:
Medio de sales minérales " A ”
Temperatu ra ..............  26°C
pH ..........................  7,2
Fuente de Carbono ......  20 ml gas-oil comerc i a l / l i t r o
Agitaciôn .................  150 rpm
Inôculo .................... 0,2 ml de cultivo de 72 horas
en caldo comun
Matraces " e r l e n m e y e r ” de 150 c c de capacidad  con 20 ml
de medio
Tiempo de incubaciôn ... 7 dîas
Las medidas de crecimient o se hicieron por tur bime tr îa
La fuente de nitrôgeno  fue C I N H 1+, variândose  la c o n c e ^  
traciôn en 5 ensayos entre 1 y 5 g r a m os por litro.
Se cultivaron  14 estirpes cuyos res ul tados  se exponen 
en la tabla X L I V .
ESTUDIO DE LA CONCENTRACIO N DE LA FUENTE DE 
NITROGENO. VALORES DE A BSORB AN CIA MEDIDOS - 
COMO EN LA TABLA ANT ER IOR
TABLA XLIV -
Mi croorg anismo 1 2 3 4 5 grs/litro CINH^
r - 1 0 030 0 015 0 020 0 015 0 075
P - 4 0 020 0 230 0 210 0 500 0 070
P - 7 0 045 0 045 0 040 0 040 0 045
P - 9 0 090 0 290 0 325 0 210 0 360
K - 15 0 020 0 015 0 020 0 010 0 01 5
A - 14 0 020 0 020 0 020 0 015 0 015
G - 12 0 040 0 0 35 0 065 0 055 0 040
G - 11 0 025 0 020 0 025 0 015 0 015
Pd - 23 0 020 0 015 0 015 0 015 0 020
K - 21 0 085 0 070 0 055 0 045 0 085
P - 18 0 025 0 020 0 025 0 015 0 020
A - 1 3 0 030 0 025 0 025 0 020 0 025
P - 17 0 080 0 040 0 035 0 040 0 045
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Aunque los resultados no fueron ho mogeneo s, se puede - 
concluir un mayor crecimiento con la c o n c e n t r a c i o n  mas alta, - 
5 gr/1, que fue elegida para el resto de los cultivos.
4.2.3. - Proporciôn optima de la fuente de carbono
La cantidad de hidrocarburo en el med io de cul tivo p a ­
ra obtener. el rendimiento ôptimo, se determinô  en una serie de 
experiencias previas empleando C I N H 14 como fuente nitr o g e n a d a  - 
en la proporciôn 5 gr/1 y variando la de gas-oil.
Se hicieron dos experimentos par alelos, con dos veloci 
dades de agitaciôn diferentes.
Medio de sales minérales " A ”
Temperatura ..............  25°C
pH ..........................  7,2
Inôculo ...................  0,2 ml a partir de un cultivo
de 72 horas en caldo c o ­
mûn .
Matraces ”e r l e n m e y e r ” de 150 cc con 20 ml de medio 
Fuente de nitrôgeno .... 5 gr de C I N H 4 /I
Tiempo de incubaciôn ... 7 dias
La fuente de carbono fue gas-oil gom ercial en las pro 
porciones de 20, 15, 10 y 5 ml por litro de medio.
La agitaciôn fue de 150 y 200 de rpm r e s p e c t i v a m e n t e  
en los tipos de experimento.
Los resultados se dan en la tabla XLV;
TABLA XLV -
ESTUDIO DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE HIDR O C A R B U R O  
EN EL MEDIO DE CULTIVO. VALORES DE AB SO R B A N C I A  M E ­
DIDOS COMO EN LOS CASOS ANTE RI ORES





















15 0 rpm 
200 rpm








15 0 rpm 
200 rpm
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M i c r o o r g a n i s m o 5 10 1 5 20 ml g a s o i l /1 medio
P — 9
0 290 0 ,430 0 ,210 0 ,420 150 rpm
0 230 0 ,120 0 ,150 0 ,170 200 rpm
K - 15 0
010 0 ,010 0 ,020 0 ,015 150 rpm
0 010 0 ,015 0 ,025 0 ,015 200 rpm
A —  ^ Ll 0 010 0 ,015 0 ,010 0 ,020 150 rpmn  — X H
0 035 0 ,015 0 ,020 0 ,035 200 rpm
G — 12
0 035 0 ,035 0 ,035 0 ,050 100 rpm
0 045 0 ,040 0 ,035 0 ,055 200 rpm
G - 11
0 035 0 ,040 0 ,015 0 ,030 150 rpm
0 020 0 ,020 0 ,020 0 ,020 200 rpm
p a - 2 3
0 010 0 ,010 0 ,010 0 ,010 150 rpm
0 015 0 ,025 0 ,015 0 ,015 200 rpm
K - 21 0
165 0 ,060 0 ,030 0 ,025 150 rpm
0 070 0 ,045 0 ,050 0 ,040 200 rpm
A - 1 3
0 015 0 ,020 0 ,020 0 ,010 150 rpm
0 020 0 ,020 0 ,020 0 ,020 200 rpm
P -  17 0 035 0 ,035 0 ,030 0 ,030
150 rpm
0 030 0 ,045 0 ,040 0 ,030 200 rpm
Est os r e s u l t a d o s  no fueron c o n c l u y e n t e s , r e s pe cto a la - 
p ro p o r c i ô n  de g a s -o il en el med io de cultivo. Re specto a la a g i ­
taciôn se cornprobô que, al menos, en nu est ro  aparato de a g i t a ---
ciôn or bita l,  no se conse guian majores re sultad os  a 200 que a 
15 0 rpm, por lo que elegimos la segunda de las dos velocidades.
4.3. - E s t u d i o  e s p e c t r o s c ô p i c o  del gas-oil
El g a s - o i l  elegido para este trabajo, lo fue despuës de 
r e a l iz ar se una serie de pruebas de crecim iento con un numér o ele 
vado de m i c r o o r g a n i s m o s  y co mp a r a r s e  los re su ltados obt enidos 
c on otros t i po s de gas-oil brutos  o refinados.
Au n q u e  no se de talla aquî la prueba por con sid erars e de 
poco interés en el conjunt o del trabajo, los pr oductos que se en 
sayaron f u e r o n  los siguientes:
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1 ) Gas-oil " Ce p s a ”
2 ) Gas-oil a t m o sf êr ico " Rio Gulf"
3) Gas-oil ligero de vacîo "Rîo Gulf"
4) Gas-oil pesado de vacîo "Rio Gulf"
5) Extractoi del Edeleanu. Cepsa
6 ) Gas-oil vacîo F o s t e r - 1 . Cepsa




8 ) l de 2- y 3- extr acciô n de Topping n- 1.
Solo detallam os  aquî los datos que co noc emo s del g a s ­
oil ligero de vacîo que fue de todos ellos el eleg ido para el 
trabajo. (Tabla XLVI).
DATOS DEL ANALISIS DEL GAS-OIL LIGERO DE VACIO 
TABLA XLVI -
Densidad .............. 0 , 8970
Punto de congela ciôn t 18
V is cos ida d ............. 19,1 es (100°F)
D e s t i l a c i ô n :
P.D.I. °C... 294
95%V o C .... 351
Anâlisis elemental:
C . . . .
H . . . ........ 12,19
N . . . . ......  00
El expect ro de i n f r a rrojos de este pro ducto  se expone 
a co nti nut ciôn (grâfica 2 ).
Esta reali zad o en cêlula de ClNa de 0,1 mm de es pesor  
y las baAdas intensas se han repetido entre critales.
Los numéros de onda de las diferentes bandas de este • 









LONGITUDES DE ONDA EN CM DE LAS BANDAS DEL 
ESPECTRO INFRARROJO DEL GAS-OIL LIGERO DE VACIO
TABLA XLVII
7 00 885 1130 1750 2955
7 20 905 1150 1840 3050
740 915 1165 1910
7 50 930 1205 2025
765 945 1300 2770
780 965 1340 2670
81 0 1000 1365 273 0
830 1030 1375 28 50






El estudio y la asignacion de estas bandas se reali- 
zan mas adelante. Antes se exponen los res ultad os  de la sepa 
raciôn c r oma to grâfica  y los espectros de las d i f e re nt es frac_ 
ciones.
4.4. - Fra cci onami ento del Gas-oil por cro ma t o g r a f l a  y f o r m a -
ciôn de aductos con urea
4.4.1. - F r ac ci onamie nt o por c r o m a to grafîa
El desa rro llo de las separaciones c r o m a t o g r â f i c a s , se 
siguiô utilizando como norma el indice de re fr a c c i ô n  de 1 elu- 
yente. P o s t e r i o r m e n t e , y una ve z fijadas las condiciones, que 
se rep itieron en pruebas sucesivas, se prescin di ô de este pro_ 
c e d i m i e n t o .
En la primera c o l u m n a , se pasaron 162,5 ml de gas-oil 
ligero de vacîo en forma de mezcla eq u i v o l u m e t r i c a  con 2,2,4- 
t r i m e t i l p e n t a n o . La carga de la columna fue de 360 g r . de s i - 
licagel. A con tinua ci ôn se pasaron 1500 ml del mismo d i s o l v e ^  
t e .
2 0 2
Se tomaron muestra s del indice de r e f r ac ci ôn (n^ ) -
cada 100 ml de eluyente.
9 5
Los valores del indice de refr acciôn se exp onen en 
la tabla XLVIII.
2 0 -












ig 1 , 3860 6^ 1 , 4220 11 ^ 1 ,3947
2§ 1,3912 7^ 1,4030 1 2 - 1 ,3933
3^ 1,3912 8^ 1 ,3880 13- 1,3928
4^ 1,3887 9^ 1 ,38 52 14- 1,3919
5§ 1 ,4219 10- 1 ,3961 15§ 1 ,3919
Indice de refracciôn del disolve nte puro: 1,3910
Se anaden luego 1100 ml del segundo d i s o lven te  (ben 
ceno) y se toman muestras cada 150 ml del eluyente.
Los valores del indice de r e f r acciôn se exponen en 
la tabla XLIX.
2 0 -
VAL ORES DE n^ DEL ELUYENTE (FRACCION BENCENO)
TABLA XLIX -
Muestra z 02 
"D




1 - 1,4439 5- 1 ,4409 8 — 1,4897
2- 1 ,4889 6 - 1 , 5001
3- 1,4990 7- 1 , 5001
Indice de refracciôn del disolvente puro: 1,5005
En la grâfica (3) se muestra la varia ciôn del indice de 
refracciôn del eluyente fr'ente al vo lu men  del mismo en litres 
En esta pr im era prueba no se extrajo el residu o de la col umna 
con p r o p a n o l - 2 , acabândose la exper ien cia al obtene r el i n d i ­
ce de refr acciôn del disolvente puro.
Segunda columna





















































ja de las fracciones de la pr imera columna, se pudo observ ar 
que en la pri mera de ellas (fracciôn parafînica ) se ar rastra- 
ban parte de los compuestos aro mâtic os de la mezcla por ello, 
en experiencias suce s i v a s , se procediô a separar aquella p r i ­
mera fracciôn en très, d e m o s trândose en e 1 exp ectro  infrarro- 
jo la apariciôn de las bandas c o r r e s pond ie ntes a h i d r o ca rbu--  
ros aromâticos despuês de haberse pasado 500 ml del pr imer di_ 
s o l v e n t e .
Las vari ac iones del indice de ref racciôn del prime r - 
eluyente (isoctano) en esta segunda exp e r i e n c i a  se exponen en 
la tabla L. Las mue st ras se to ma ron cada 200 ml.
2 02








^D M ue stra
2 0 2 
^D
1^ 1,3912 6^ 1 ,4010 1 1 § 1 ,3922
2§ 1,3906 7§ 1,3970 1 2 â 1 ,3920
3^ 1,4201 8â 1 , 3 959 1 3â 1,3920
4â 1,4300 9â 1,3937
5^ 1,43 22 10 ^ 1,3 830
Indice de refracciôn del disolven te (recupera d o ): 1,3917
A cont in uacion , se anaden 2.400 c.c. del segun do e l u ­
yente (benceno) y se toman muestr as cada 200 c.c.
Los valores del indice de refracci ôn se exp onen en la
tabla L I .
2 0 -
VALORES DE n^ DEL ELUYENTE (FRACCION BENCENO)










lâ 1,4436 5â 1 ,4934 93 1,4984
2â 1 ,4670 6^ 1,4962 1 0 - 1,4981
3â 1,4768 7§ 1 ,4984 1 1 ^ 1 ,4981
4â 1,4928 8^ 1,4981 1 2 - 1,4989
n d i c e  de refracciôn d i s o l v e n t e  - (recuperado) - : 1,4990
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Finalmente se hicieron pasar 2400 ml de pro panol -2 , to_ 
mandose muestras de eluyente cada 200 ml.
Las variacione s del indice de refracciô n estân expues- 
tas en la tabla LIT.
2 02
VALORES DE n^ DEL ELUYENTE (FRACCION PROPANOL -2)
2- Columna
TABLA L U  -
Mue stra Mue stra Muestra
2^










Indice de refracciôn del disol vente puro: 1,3761
En la grâfica (4) se muestra la varia ciôn del indice 
de refracciôn del eluyente frente al volumen del mismo en 1 i 
tros.
Tercera columna
En una tercera experiencia, se empleô otro tipo de 
gas-oil (Repesa, proceso 2) con la idea de obte ner mayores 
cantidades de compuestos aromâticos. Aunque no se c o n s ig uiô - 
este objetivo, las parafinas obtenidas sirvieron para los ex - 
perimentos prelim inares de cultivos en par afinas y para ensa- 
yar, p o s t e r i o r m e n t e , la separaciôn de parafinas r a m i f icadas  y 
lineales por formaciôn de aductos con urea. Por ello, y aunque 
solo sea a tîtulo de experimento auxiliar, exp onemo s aquî bre_ 
vemente los resultados.
La columna se cargô en las mismas c o n d i cion es  que en
casos anteriores. Se pasaron 162,5 ml de gas-oil me zclado con
la misma cantidad de isoctano y, suce siv amente , 2200 ml de 
isoctano, 2000 ml de benceno y 1800 ml de propanol-2. Las m u e ^
tras se tomaron cada 200 ml de eluyente.
Los valores del indice de ref racci ôn se exponen en las 
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100
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1^ 1,3915 53 1 ,4000 93 1,3925
2§ 1,3951 63 1 , 3945 103 1 , 3923
33 1,4105 73 1,3937 llà 1 ,3928
4§ 1,4068 83 1,3928 12? 1,3922
13? 1 , 3922
Indice de ref ra cciôn del disolvente (r e c u p e r a d o ): 1,3915
2 0 -








^D M ue str a
20-
1? 1,4069 4? 1,4941 7? 1 ,4969
2? 1,4796 5? 1,4944 8? 1 ,4973
3? 1,4831 6? 1,4963 9? 1 ,4978
10? 1 ,4978
Indice de refrac ciôn de 1 disolvente (r e c u p e r a d o ): 1,4985
2 0 -












1? 1,3762 4? 1,3767 7? 1,3766
2? 1,3763 5? 1 , 3776 8? 1,3765
3? 1 , 3764 6? 1,3770 9? 1 , 3762


































































En la grâfica (5) se muestra la varia ciôn del indice - 
de refracciôn frente al volumen de eluyente en litros.
En e 1 resto de los f r a c c i o n a m i e n t o s , solo se hic ieron  
medidas del indice de refracciôn en e 1 mo mento de camb iar de - 
eluyentes, para asegurarse de la buena marcha de la separ aciôn 
Por lo demâs, se re pro dujo en todos los casos e 1 f r a c e i o n a m i e n  
to de la columna segunda.
4.4.2. - Separaciôn de parafinas lin eales y pa r a f i n a s  ra m i f i c a
das y ciclicas
Siguiendo e 1 pro ce dimie nto de sc rito en e 1 ca pi tule de 
mêtodos, se hicieron très separaciones de este tipo u tiliza nd o 
las fracciones pa rafinic as obtenidas en los f r a c c i o n a m i e n t o s  - 
anteriores .
En la primera, a tîtulo de e x p e r i e n c i a  previa, se em--
pleô e 1 producto de la tercera columna, que p r o cedî a de un ---
gas-oil diferente al que sirviô para e 1 resto de las p r u e b a s . 
En los otros dos experime ntos se fra cc ionaro n parafina s p r o c é ­
dantes del gas-oil ligero de vacio, obtenidas en la 63 colum-- 
n a .
En todos los casos se procediô de la siguiente forma:
Se mezclaron 50 ml de parafinas " t o t a l e s " con 200 ml - 
de acetona y se anadieron lentamente 45 g r . de urea. Todo ello 
se agitô con agitado r magnetico durante una hora a 2000 rpm, - 
tras de lo cual se ce nt rifuge durante 15 minutes a 4000 rpm. - 
El sobrena dante se lavô repetidas veces con agua fria y se se - 
pararon en embudo de de cantaci ôn las parafin as  rami f i c a d a s  y - 
c i c l i c a s .
Al cen trif ugado  se le anaden 20 g r . de urea y 200 ml - 
de acetona; se agita durante 15 minutes y se vuelve a centrifu 
gar. Con e 1 sobren adante se repite e 1 pr oc eso ant er ior y el -- 
centrifuga do  se lava ahora varias veces con agua cal iente, o b - 
teniéndose un primer concen trado de par af inas lineales con el 
que se vuelve a repetir todo el proceso de scrito hasta aqui.
Como se hace notar mâs adelante, la separaciô n de las 
parafinas lineales por este pr oc ed i m i e n t o  no llega a ser com-- 
pleta. Esto se puede notar p e r fectamente en los es pectro s rea- 
lizados de las dos fracciones. S in embargo, el pr oces o ré sulta 
sumamente util en el contexte general del prese nte trabajo.
4.5. - Estudio es pe ct roscôpi co  del gas-oil y sus fracciones
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los espectros infrarrojos de las diferen tes fracciones o b t e n i ­
das en los experimentos anteriores. Solo se re pr o d u c e r  los r e ­
sultados de algunas separaciones, para evitar r e p e t i r  e s p e c--
tros idënticos. Por ello se ban eleg ido los de las fracciones 
que se ban utilizado en los cultivos p o s t e r i o r e s , que nos sir- 
ven de paso como contrôles.
En la tabla LVI, se dan los numéros de onda (cm ) de 
las bandas registradas en los espectros.
ESPECTROS DE LAS FRACCIONES PAR AFINICA, AR OMATICA  Y 
RESIDUAL DE LA Gë COLUMNA. Numéros de onda en cm"
TABLA LVI -










1150 91 5 1640
1165 945 1710
1205 1000 2500 - 3300
























Las dif er encia s entre los espectros infrarrojos de las 
fracciones de par afinas lineales y par afinas r ami fi cadas y c i ­
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po ndientes a este f r a c c i o n a m i e n t o .
En la tabla  LVII se destacan las longit udes de onda de 
las bandas dif e r e n t e s  en los espec tros co rr esp o n d i e n t e s  a la - 
separaciôn de las parafinas obt enidas de la 6 ^ columna, Los 
otros espectros, aunque no se comentan por tra ta r s e  de pruebas 
previas , mu estra n las mismas diferencias.
- i
NUMEROS DE ONDA (cm *) DE LAS BANDAS DIFE RE NTES  
EN LOS ESPECTROS CO RRESPO ND IENTES A PA RAF INAS - 
LINEALES Y PARAFINAS RAMIFI CADAS Y CICLICAS.
TAB I,A LV I 1
N-’ cle Onda Parafinas linealf-s P a r' a f i n a s ramificadas y ciclicas
7 20 Aumenta D isminuye






9 3 5 Desaparece Aumenta
960 - 70 Desaparece - 
la de 9 7 0
Desaparece la de 
960 y aumenta a 
970









1 37 5 Disminuye Aumenta
2670 Aumen ta Disminuye
2730 Disminuye Aumenta
Anâ1isis elemental de las fracciones obtenidas por cromatografîa
Fracciôn parafînica Fracciôn aromât ica Fracciôn residual
C : 85,17 C : 87 ,16 C : 80 ,20
H : 13,72 H : 8 ,32 H : 12,03
N : 00 ,00 N : 00,00 N : 00,00
4.5.1. Asignacion de bandas
Teniendo en cuenta los dates obtenidos de los espec--
1 1 z.
tros in fra rrojos de las f r a c c i o n e s  anteriores  as î como los 
del anâlisis el em ental de las mismas y del g a s -oil  completo, 
haremos una a s i g naci on  de las bandas prin cipale s.  Para ello - 
se han cons i d e r a d o  a l g u n a s  obras de car a c t e r  general (Bella-- 
m y , 1954; Simon y C i r e c , 1 9 7 0  ; Morcillo, 1962 ; Szymanski,
1964; etc.) as i como c o l e c c i o n e s  de e s p e ctros de compues tos - 
puros (sobre todo las del A.P.I.).
La d i s t r i b u c i ô n  de las d ifere nt es bandas del espectro 
del gas-oil completo en  los de las d i s ti nt as fr ac ciones ha 
contrib ui do c o n s i d e r a b l e m e n t e  a fac il it ar la asignacion.
A c o n t i n u a c i ô n  se e x p o n e  una breve d i s c u r s i ô n  de cada
banda :
Region 710-690 cm . - Solo a p a rece n bandas  " i d e n t i f y
c a b l e s ” en la fracciôn a r o m â t i c a .  En el es p e c t r o  del gas-oil 
completo no queda s u f i c i e n t e m e n t e  d i f e r e n c i a d a  e s a zona.
Se pueden a s i g n a r  c o m o  debidas a vibr a c i o n e s  de defor 
maciôn fuera del piano del CH en anillos arom â t i c o s  sustitui- 
dos. Sobre el tipo de s u s t i t u c i o n e s  p r é d o m i n a n t e s  no podemos 
decir nada con la sola a y u d a  del espe ct ro infrarrojo.
Banda a 7 2 0 cm .- Vi br a c i o n e s  de d e f o r m a c i ô n  (rocking) 
de cadenâ"s lineales c o n  cïlatro o mâs grupos C H 2 . La intensi-- 
dad de esta banda v a r i a  de un o s  espec tros a otros, siendo mâ- 
xima en las fracciones p a r a f i n i c a s  y casi ausente en la f r a c ­
ciôn residual. Su inte;nsidad para la fra cc iôn de aromâticos - 
es difîcil de calcular , d e b i d o  al posible arrastre de la b a n ­
da a 750 cm"-^.
Es de d e s tacar  la v a r i a c i ô n  de inten sidad de esta ban_
da en los espectros de p a r a f i n a s  lineales, donde sufre un ----
aumento muy c o n s i d e r a b l e ,  en relaciôn con los de par afinas r ^  
mif icadas y ciclicas, (donde se reduce.
En cuanto a la f r a c c i ô n  residual (fracciôn propanol-2)
esta banda nos permite a s e g u r a r  que, a pesar de la presencia
de ab un dan tes  grupos CIH3 y C H 2 , estos no forman cadenas lar-
gas .
Regiôn 740-880 cm En esta regiôn des ta can très --
bandas muy fuertes en l os  e s p e c t r o s  de aro m â t i c o s  y de gas-oil 
completo, situadas a 7'45 ,80 5 y 875 c m “ y otras de menor i n te ^ 
sidad a 785,830 y 850.
La intensidad d e  e s t a s  bandas en la fracciôn aro mâtica 
nos inclina a a s i g n a r l a s  c o m o  c o r r e s p o n d i e n t e  a v i b r ac io nes de 
de forma ci ôn  fuera del p l a n O ’ del CH en ani llos aro m â t i c o s  con - 
abunda nte s s u s t i t u c i o n e  s .
La p r e senci a d e  c o n d e n s a c i o n e s  de anillo s aromâticos,
t al vez^unidos por c a d e n a s  p a r a f i n i c a s  co rt as  (banda a ---
745 c m ” ) ref orzar îa JLa i n t e n s i d a d  de ab so rciôn en esta zona.
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Banda 840 cm ~ - R e l a cion ad a con las bandas a 1150 y
1175 (ver ma s a d e l a n t e ).
Banda 88 5 cm~^.~ Aunque no hemos enco ntrado la a s igna_ 
ciôn, pr ob ablemente porque no se trata de una banda caracte-- 
rîstica, aparece i n va ri ableme nt e en espectros de parafinas de 
cadena larga, siendo mâs intensa cuando esta cadena es lineal 
Se observa la pr ese ncia de esta banda en los espectros de las 
fracciones parafin icas p a r t i c u l a r m e n t e  en el de las lineales. 
Se tratarâ de algûn armonico o combinaciôn.
Regiôn 915-1100 cm~-*-.- En los espectros de fracciones 
aromâticas, se c a r a c teri za  por la p r e se nc ia de una banda fuer_ 
te a 1030 c m ” 1 debida a v i b r ac iones de flexiôn (Bending) en - 
el piano, de los grupos CH en anillos aromâticos. Otras ban-- 
das en esta regiôn pueden ser a s i g nadas  al mismo tipo de vi-- 
braciôn, cuando hay s u s t i t u c i o n e s .
La banda intensa a 960-940 cm~l (en realidad pare cen 
ser dos bandas) es de mâs dificil asignaciôn, y quizâs inter- 
vengan en ella estructuras a r o m âticas oxidadas (sobre todo te 
niendo en cuenta que el anâ lisis elem en tal de la fracciôn aro_ 
mât ica présenta un contenido en o x ig eno rel ativame nt e alto,
4, 52%) .
En las fracciones p ar afinica s,  aparecen dos bandas 
que se intensifican en la fracciôn  de parafi nas ra mificada s y 
ciclicas, a 935 y 970 c m “ l que tal vez puedan explicars e por 
la pr esencia de co nd en s a c i o n e s  de anillos saturados de 5 ô 6 
âtomos de carbono en cadenas p ara fi nicas (Valero e Hidalgo, 
1967).
En las fracciones lineales destacan las bandas a 960 
y 1075 cm"i , de las que solo podemos decir como de la banda 
a 885 cm'l que estân prés entes en los espectros de parafinas 
de cadena larga, pero no han sido asignadas.
En cuanto a la fracciôn pr opanol-2, las bandas en e s ­
tas zonas se estudia rân mâs adelante.
Bandas a 1150, 1165 y 1205 cm~^.- Son bandas que casi 
llegan a de saparec er  por completo en el esp ect ro de parafinas 
lineales, acentuândose en el de las ramificadas. No aparecen 
en espectros aromâticos.
Las dos primer as se puede n asignar a vibraciones de de 
formaciôn (de esqueleto) en grupos isopro pilo C (CH3)2. La 
pr ese ncia de la banda mâs débil a 840 c m “ l ya citada, serviria 
para con firmar esta hipôtesis.
La de 1205 c m “  ^ podrîa se atrib uîda al mismo tipo de 
vi bracion es en pr es encia de grupos t e r c i o b u t i l o , aunque esta - 
asigna ciô n no es ni mucho menos t an évidente.
Estas bandas, cuya d i s m i n u c i ô n  de densidad puede apre- 
ciarse a lo largo de los sucesivos intentos de sepa r a c i ô n  de - 
parafinas lineales y ram if icadas (grâficos 9, 10 y 11,12) nos 
sirve para va lo rar la calidad de dicha separaciôn, que en nin- 
gûn caso fue absoluta.
Bandas a 1160, 1190 y 1240 cm~^.- Estas bandas en los 
espectros aro mâticos, son de d i f ic il asignaciôn. Por un lado - 
podrian c o r r e spond er  a la pr es encia de compuestos oxidados
teres ô êteres aromâticos) que suponen debe haber en estas ---
frace i ones.
Sin embargo, teniendo en cu enta la prop orciô n de oxige_ 
no en el anâlisis elemental (obsërvese tambiên la r e l a t i v a m e n - 
te pequefia abs orciôn en la regiôn 1700-1800, donde las bandas 
c o r r e s po ndien te s a grupos C=0 tienen mâxim a densidad) pode mos 
co nsiderar  estas bandas r e l a c i o n a d a s  con vi br aciones de d e f o r ­
maciôn (bending) en grupos CH de anillos arom âti cos sust itui--  
do s .
Regiôn 1300-1460 cm~^.~ Muy similar en todos los espec_ 
tros; aparecen las siguientes bandas d i f e r e n c i a d a s :
1) Banda a 1 300 cm~^: Corr es ponde a vi braci ones de de - 
formac ion es (waggin) de grupos CHz. Observese la menor intens^i 
d ad de esta banda en las fraccio nes  de par afina s rami ficadas - 
com parada con la de las lineales.
En los espectros ar omâtico s, puede sumarse ademâs - 
la absor ciôn debida a vi bracio nes de Va lencia C=C.
2) Bandas a 1365 y 1375 c m “ ^: Corresp onden a v i b r a c i o ­
nes de flexiôn simetrica de grupos CH 3 . La banda realmen te i n ­
tensa es la segunda; la pr es encia  del doblete se debe a grupos 
isopropilo, que se m ani fi es tan ademâs en otras bandas ya des-- 
c r i t a s .
Se puede observar, con relaciôn  a estas dos bandas lo 
siguiente: a) la dis mi nu ciôn de inte nsi dad de la segunda, y se
guramente de la primera, en los esp ec tros  de paraf inas linea-- 
les en relaciôn con los de pa rafinas totales y ramificadas. b) 
Menor intensidad también en espectros de aromâticos, donde apa 
rece aunque debil la de 1365, c o n f i r m a n d o  ambas bandas la p r e ­
sencia de susti tuciones abu ndant es en los anillos.
3) Banda a 146Ü cm-^: De gran intensidad en todos los
registros, incluye vi bra ciones de d e f o rm aciôn  (scissoring) de 
grupo CH 2 y de deforma ciôn a s i m ét rica del C H 3 . En los e s p e c ---
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tros de fracciones aromâticas, se unen ademâs las vi braciones  
de Valenc ia C=C del anillo, que aunque suelen aparecer  a n u m é ­
ros de onda mâs altos (1490 que tambiên aparece en nu estros  es^ 
pectros) pueden llegar hasta 1430 cm~^.
Region 1460-1650 cm~^.~ Solamente mu estra bandas en - 
los espectros aromâticos, por lo que la hemos uti l i z a d o  como - 
r e f e r e n c i a  en los fraccion am ientos en columna (par t i c u l a r m e n t e  
la banda a 1600 c m ~ M .
La pr incipal es precisa mente la citada a 1600 cm~^, - 
observândose tambiên absorciôn hacia 1500-1480. Se debe a vi-- 
braciones en el pian o de anillos aromâticos. La ausencia de ab 
sorciôn hacia 1580, donde se situan estas vi br aciones en casos 
de anillos conjugados, nos hace suponer que este tipo de molê- 
culas son escasas.
Regiôn 165 0-2000 cm~^.~ En las fracciones par afinicas,  
no existen bandas en esta region lo que concuerd a con la dêbil 
p ro por ciô n de oxigeno que aparece en los anâlisis elementales.
En cuanto a las fracciones aromâticas, se suman aquî 
pro bab le mente dos tipos de bandas. Por una parte las armônicas 
o combinac iones que se dan tî picamen te en esta zona cuando  hay 
anillos aromâticos sustituidos (1905 fuerte y hacia 1850, 1760 
y 1730 cm'l) y por otra, las c o r r e s po ndient es  a vib raciôn de - 
tensiôn de grupos C = 0 (1710 cm"-*-).
Aunque la interaciôn entre estas bandas nos impide de 
cidir sobre unas y otras la intensidad de la banda a 1915 pare 
ce que nos p e r m i t i r î a  suponer que hay pred omini o de d i s u st itu- 
ciones en los anillos.
Regiôn 2000-3100 cm~^.- Aparté de las bandas corres- - 
pondie nte s a ar monicos o c o m b i n a c i o n e s , entre las cuales las - 
mâs interesa nte s serîan las de 2675 y 2730 cm'l por la varia-- 
ciôn de sus inten sid ades respectivas en los espec tros de p a r a ­
finas lineales y ram ific adas, des tac an en esta regiôn una serie 
de bandas de i n t e ns idad mâxima. Son las siguientes:
1) Banda a 2 855 cm"-’-: Corresponde a vi bra ciones de 
tensiôn simêtrica de enlaces CH en grupos C H 2 .
2) Banda a 2870 c m “ ^: Vibraciones de tensiôn s i m ê t r i ­
ca del enlace CH en grupos C H 3 .
3) Banda a 2925 c m ” i; Vibracio nes de tensiôn asimêtri 
c a del enlace CH en grupos C H 2 .
4 ) Banda a 2960 c m " ^ : Vibraciones de tensiôn asimêtri
c a del enlace CH en grupos C H 3 .
Estas bandas pueden ser uti l i z a d a s  para calcu la r la - 
relaciôn entre la pro porc iô n de metilo y metil en o en las dis-- 
tintas fra cciones util izando  las a b so rb ancias  de las mismas 
(log lo/l). Los valores de I q y de I se calcul an to m a n d o  como 
lînea base la de mâxima tra ns mi siôn en el espect ro (hacia 
2000 cm"^) (Hasting, 1952) (Francis, 1953) (Valero e Hidalgo, 
1967).
En las fra cciones ar omâtica s, apa re cen ademâs banda s 
por encima de 3000 cm~^ (3050 a p r o x i m a d a m e n t e ) c o r r e s po ndiente  
a vi br aci one s de tensiôn de enlaces CH en anillos aromâticos.
Regiôn 3100-4000 cm~^.- Las bandas en esta zona en es_ 
pectros arom aticos se deben a v i b r acio ne s de tensiôn de enla-- 
ces 0 - H .
4.6. - Resultad os de los cultivos en las dife rentes fracciones
4.6.1. - Pruebas en p en ta decano y 2,6,10,14 - t e t r a m e t i I p e n t a -
decano ( p r i s t a n o ) .
Se utilizaron  estos dos h i d r o car bu ros en una serie de 
pruebas simul tân eas con el cultivo en las fr ac cione s p a r a f i n i ­
cas, como dos ejemplos de par afi na s lineales y ramificad as , 
con el objeto de comparar los r e s u l t a d o s  y facilitar el a n â l i ­
sis de los mismos.
El pristano, por ser un pr oducto ab un da n t e m e n t e  exten 
dido en la na tur aleza, y pa r t i c u l a r m e n t e  en el suelo, por acu- 
mulaciôn de restos veg etales donde se encuentra, pensamos que 
séria mâs fâcilmente utiliz ado por nuestra s bacterias del s u e ­
lo. Los resu ltados con firman nuestra s hipôtesis. A pesar de -- 
ser una par afina ra mi ficad a el cre cimient o fue abundante para 
la mayor parte de las estirpes ensayadas.
En cuanto al pentadecan o, su ele cc iô n corres ponde mâs 
bien a su punto de fusiôn, pues las pa ra finas sôlidas son mal 
utiliz ada s en los cultivos si no se emplea un disolvente. S in 
embargo, el hecho de ser una cadena de numéro impar de âtomos 
de carbono, es probab le que haya influîdo ne gat i v a m e n t e  en el 
crecimiento, pues este, en general, ha sido menor de lo que ca 
bîa e sperar . ~
Des cribi re mo s a c o n t inuac iô n b reveme nt e los espectros 
contrôles de estos dos productos, espec tros r e p r e sen ta dos en - 
las grâficas 13 y 14.
Las bandas que podemos co ns iderar como mâs car act eris 
ticas en dichos espectros son las siguientes:
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A ) P e n t a d e c a n o .
Region 3000- 2800 c m “ ^: Procédé de la co nj unc ion de cuatro ban-
das su per puest as muy fuertes, que no se 
separan en el espectro rea li zado con 
una celula demasiado gruesa. Serîan las 
s i g u i e n t e s :
2960 cm'l; Vi braci ones de Val en cia simetrica en 
grupos C H 3 .
2925 cm"l; Vi braci ones de Val encia asimétric a en - 
grupos CH2 .
2870 cm"!; Vi br aciones de Valen ci a asi mét rica en - 
grupos C H 3 .
2855 c m “ ^: Vibracio nes de Val en cia simetrica en 
grupos C H 2 .
Region 1475-1445 cm~^: Corresp onde a vib racio ne s de d e f o r m a ---
cion " s c i s s o r i n g ” de grupos C H 2 
(1470 cm-1).
Banda a 1380 cm ~ : Vi braciones de flexion simetrica de grii
pos C H 3 .
Banda a 1300 cm “ ^ : V ib ra ciones  de d e f o rm aciôn " w a g g i n ” de
grupos C H 2 .
Banda a 720 cm ~ : Vibr aciones  de d e f o rm aciôn " r o c k i n g ” en
cadenas lineales de 4 o mâs grupos C H 2 .
B ) 2, 6 , 10, 14 - t e t r a m e t i l p e n t a d e c a n o .
As ignamos sôlo las bandas que d i f e r e n c i a n  este e s p e c ­
tro del anterior, l im it ândonos  a m e n c i o n a r  las que han sido ya 
descritas .
Regiôn 3000-2800 cm~^ :
Regiôn 1475-1445 c m ~ ^ ;
Bandas a 1380 y 1365 c m ~ ^ ; C on stituye n un doblete en tetra me--
ti I p e n t a d e c a n o  . La primera corres-- 
ponde a vibrac io nes de d efo rm aciôn 
s im etrica del enlace C-H en grupos 
C H 3 . La segunda a vi braci ones de va^ 
le ncia simet rica en grupos C H 3 de - 
restos isopropilo.
Bandas a 1170 y 1150 c m ~ ^ : Doblete debido a vibraciones de d e ­
for ma ciôn  de esquelet o de grupos 
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Banda a 735 cm : Corresponde  a vib racio ne s de d e f o r m a c i ô n  "ro_
cking" de cadenas lineales con menos de c u a ­
tro grupos CH^ seguidos.
4.6.2. - Estudio co mp arado de los espectr os inf rarrojos de e x -
tractos de los cultivos.
Para hacer este est udio se ordenan las estirpes por 
neros y familias, siguiendo el orden que hemos esta blecid o al 
hacer el estudio sistemâtico. Para cada especie se dan los e s ­
p ec tro s c o r r e s pon di entes a sus cultivos en: 1) Par afinas t o t a ­
les, 2) pa rafinas lineales, 3) par af inas rami fi cadas y cîcli-- 
cas, 4) pentadec ano, 5) t e t r a m e t i l p e n t a d e c a n o  y 6 ) aromâticos. 
Los espe ct ros no r e p r e s ent ad os son de estirpes que, o bien no 
c r e c i e r o n  en una d et erminad a fracciôn, o no han sido cu ltiva-- 
das en ella, e s p e c i ficând os e en cada caso la causa.
La intensidad del cr ec i m i e n t o  para cada estirpe y cada 
fracciôn esta rec og ida en tablas donde se reunen todas las de 
las especies de cada gênero. Como ya se ha indicado, son v a l o ­
res que corr espon de n a las r e s p e c t i v a s  medidas de turbidez y, 
por tanto, tienen tan sôlo un valor comparativ o.
Las var ia ci ones que aparecen en los esp ectros de cada 
fracciôn como c o n s e c u e n c i a  del cultivo, estân recogidas en t a ­
blas en las que, ademâs, se anota si se trata de bandas nuevas 
o no, y si son fuertes (f), de m e d i a n a  intensidad (m) o dêbi-- 
les (d). Estas tablas estân tambiên ordenadas conforme al cri- 
terio sis temât ic o senalado a n t e r i o r m e n t e . Al final de cada g r ^  
po se hace una as ig naciô n de bandas y una pe que ha discusiôn.
4 .6 . 2 . 1 . - Re sultado de los cu ltivos  de las especies de los gê 
neros C o r y n e b a c t e r i u m  y A r t h r o b a c t e r .
Los valores de crec i m i e n t o  y pH final de estos culti-- 
vos se dan en la tabla LVIII.
En este grupo se incluyen las estirpes P-1, P-2, P-3, 
K-21 y P-36. Los es pectros de los extracto s de cultivos de e s ­
tas estirpe s estân r e p r e s e n t a d o s  en las grâficas 15 a 33.
Las bandas d ifere nc iales de estos espectros res pe ct o - 
de los con tr ôl es se recogen en la tabla LIX.
Asi g n a c i ô n  de bandas y discusiôn
A c o n t i n u a c i ô n  se est ud ia n las disti nta s bandas que 
aparecen nuevas o se mod i f i c a n  como c onsecu en cia de los c u l t i ­
vos, r e l a c i o n â n d o l a s  en la med ida de lo posible, con las varia 
ciones p r o d u c i d a s  con las distin ta s estirpes en el sustrato hi 
d r o c a r b u r o .
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Tabla LVIII.- Valores de crecimiento y pH final de los cultivos 
de estirpes de los generos Co ry neb a c t e r i u m  y Ar- 
t h r o b a c t e r .
E a t I r p e
P a r a f i n a a
t o t a l e #
P a r a f i n a a
l i n e a l e e
P a r a f i n a a
r a m i f i c a d a s
P e n t a d e c a n o
T e t r a m e t 11- 
P e n t a d e c a n o
A r o m â t Ico
C r e c i m i e n t o
pH.
f i n a l
C r e c i m i e n t o
pH.
f i n a l
C r e c  i m i e n t o
pH . 
f i n a l
C r e c i m i e n t o
pH.
f i n a l
C r e c i m i e n t o
pH.
f i n a l
C r e c i m i e n t o
pH.
f i n a l
P- 1 0 ,0U5 5,5 0 , 0 7 0 6 - - 0 ,070 6 0 , 1 6 0 5,5 0,010 7
P- 2 0,020 6,5 * - 0 , 0 2 5 6,5 - - - - 0 , 0 3 0 7
P- 3 0 , 0 1 5 6,5 - - - - 0,010 6 - - 0,020 6,5
K- 21 0 , 0 3 0 7 0 , 1 9 0 5,5 0 ,070 5,5 - - - - 0,120 6
P- 36 0 , 0 3 5 6 0,010 7 0,010 7 - - - . - 0 , 0 6 0 6,5
Tabla LIX.- Gëneros C o r y n e b a c t e r i u m  y A r t h r o b a c t e r . Bandas di- 
ferenciales entre los espectros de cultivos y sus 
re s p ective s contrôles.
Paraflnas total*# P a r a f i n a a  l l naales Pa r a f i n a s  raml f i c a d a s P s D t a d a c a n o Tetramatllpantadacano Aroaiticos
3 5 0 0 -3300 (m)
3500 - 3300 (a) 25 0 0 - 2 7 0 0 (d)
171,5 (f ) 1770 Cd)
17 10 ( f ) 1795 (f)
1710 (f )
1150 (# u m * n t # ) 1280 (d)
1170 (a u m e n t a ) 1120* (d)
11 20* (d) 1 1 00-800 (a u m e n t a )








97 0 (auman t a )
7 30 (d)
720 (dlam Inuy* )
720 (dlaralnuya)
3 5 0 0 - 3 1 0 0 ( d )  
1710 (d)
( m ) 35 0 0-3300 (d) 
1705 (m)
1120* (d)















(a u D e n t a )
3600-3200 (f)
1 7UU (d )
1710 ( f )
1 1 2 0 *  ( f)
7 2 0 (d l a m  1nuya )
3 6 0 0 -3100 (m)
1750 (f)
1710 (f)
96 5 (d 1 am inuye ) 
1300- 3 0 0 (auraanta ) 
720 (d I s m l n u y e  )
350 0 - 3 1 0 0  (f)
17U0 (horabrOjd) 
1710 (f)






1605 ( m )















9 9 0 (d )
720 < d i a m i n u y e )
3 5 0 0 - 3 1 0 0  Cd)
17 30 (d ) (a n c h a )
3 a 0 0 - 3 1 0 0 ( f )
1710 (f)
1300- 900 
(a u a a n t a ]
t r t f i t r t
UJ o
nil
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Para abreviar, se hace c o nj un tamante  la as ig naciôn de 
todas las banda s de este grupo de cultivos y ademâs se colo- - 
can por re g i o n e s  puesto que, nor ma lm ente, las bandas que res-
ponden a un tipo de vibraciôn d e t e r m i n a d o  suelen apa recer en
una d e t e r minada  region.
Region 3 6 0 0 - 3 1 0 0 : Aparece en esta region una sola bain
da en todos los espectros. Banda an
cha de d ifle il l o c a l i z a c i ô n , y, ge- 
ner almente, de poca intensidad. Se 
debe a vibr a c i o n e s  de tension de en 
laces 0-H. La po siciôn  y la anch ura 
de esta banda parece indicar que se 
trata de OH as oc iado i n termo le cular 
mente. Cor resp onde, pues, a la pre- 
sencia de grupos alcohô licos o feno^ 
licos (sin embargo, la con side ra--- 
cion de otras bandas permite elimi- 
nar esta segunda p o s i b i l i d a d ).
Region 3 5 0 0 - 2 3 0 0 ; La banda ancha que se insinua en la
may orî a de los espectros, correspon^ 
de a vibr a c i o n e s  de tensiôn de e n l ^  
ces 0-H en grupos c a r b o x i l i c o s . Es 
una banda de poco valor indicative, 
y muy dêbil siempre.
Regiôn 1 8 0 0 - 1 6 0 0 ; En esta region aparec en las bandas
ma s sig n i f i c a t i v a s  en todos los e s ­
pectros. Entre 1800 y 1700 cm ^son 
de bidas a vib racione s de tension de 
enlace 0=0. En cambio, por debajo - 
de 1700 cre emos que se deberân a vi 
braciones de te nsi on de enlaces C=C, 
pues aunque pueden aparecer bandas 
c ar b o n î l i c a s  en esta zona, estas 
bandas son cla ra me nte mâs intensas 
que las debidas a dobles enlaces y, 
por otra parte, solo aparecen cuando
bay una fuerte con ju gaciôn y en ---
cualq ui er caso por encima de 1650 ^ .
Dentro de la regiôn en que 
aparecen las bandas de vibraciôn  de 
grupos carbon ilos, por encima de 
1730 cm  ^ se pu eden atribuir a la - 
p r e s en ci a de êste res o aldehidos. - 
En estes grupos la posiciôn de la -
banda c a r b o nîlica nunca baja de ---
1720 cm  ^ incluse cuando e 1 doble - 
enlace aparece conjugado. La c o n s i-
de rac iô n de bandas en la regiôn ---
1250-1180 nos permite suponer que - 
se trata mas bien de la segunda p o ­
sibilidad, es decir, e 1 0=0 de ald£ 
hidos, pues los êsteres dan en esta 
regiôn una ban da de gran intensidad. 
Si se ob se rvan espec tros de êsteres, 
se llega a la con clus io n de que e s ­
ta segunda banda tiene una intensi-
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dad del orden de un 70% de la de 
1730 cm ^ . Desde luego no se puede 
negar abs ol utamen te  la pre s e n c i a  de 
êsteres, pero se puede as eg urar que 
estarân en pe qu eh a pro porci ôn  en el 
caso de que los haya.
Por otra parte se podrîa o ^  
jetar la aus en cia de abs orciôn en-- 
tre 2750 y 2700 cm  ^ donde dan b a n ­
das de vib ra ciones  de tensiôn del - 
CH los aldehidos. Sin embargo, a u n ­
que estas bandas son muy c a r a c t e r î ^  
ticas, tienen muy poca intensi dad y 
estarîan enmasca radas por las bandas 
p ar af înicas  de esta misma regiôn 
que aparecen en los contrôles.
Para las bandas por debajo 
de 1730 cm  ^ la a si gnaciôn  ré sulta  
mâs dificil. Pueden ser debidas a - 
c a r b on il os cetônicos en cetonas ac ^  
clicas y saturadas (las insaturaci<o 
nés reb aj arîan  la posiciôn  a numéros 
de onda menores que los que presen- 
tan estas bandas) o bien a c a r b o n i ­
los de âcidos c arboxî li cos s a t u r a - - 
dos o no (aquî la con jugac iô n reba- 
j a la po si ciôn tambiên pero den tr o 
de los limites en que aparec en en - 
nu es tr os espectros). La ab sor ciôn - 
entre 3500 y 2300 cm  ^ que se i n s i ­
nua en la ma yo rîa de los espe ctr os 
indic ar îa que se trata de la s e g u n ­
da posib il id ad, pero esta banda, co_ 
mo ya hemos hecho notar, es poco de 
cisiva por su dêbil intensidad. Le 
mâs que podemos afir mar es que es-- 
tas bandas (1715, 1710 y 1705) se-- 
rân debidas, al menos en parte, a' - 
la p r e sencia  de âcidos carboxîlicos.
En cuanto a las bandas a -- 
1630 y 1605 cm  ^ creemos que se pue_ 
den a s ignar sin duda a vibraciones  
de tensiôn de enlaces C=C. En ningün 
caso los carbonilos dan bandas en - 
p o s i c i o n e s  tan bajas y, los anillos 
aromâti co s pres en tan mâs de una ban 
da en esta regiôn (y a num éros de - 
onda mâs bajos).
La conj ugaci ôn  rebaja tam-- 
biên la pos ici ôn de estas bandas, - 
por lo que la asignaciôn  de la de - 
1605 cm  ^ no ofrece lugar a dudas.
Se trata de dobles enlaces c o n j u g a ­
do s bien se a con el carbo nilo a ---
1710 o en anillos aromâticos si se 
dan otras bandas.
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La de 1630 cm  ^ po dr îa s u p £  
nerse de bid a a un doble enlace c o n ­
jugado o no. La p r e s e n c i a  de una -- 
banda a 890 cm  ^ y otra g e n e ralmen - 
te a 790 c o n f i r m a r î a  en ciertos c a ­
so s en que a p a re ce n estas bandas -- 
asociadas, que el doble enlace no - 
esta conjugado. La aus e n c i a  de las 
bandas citadas en otros espectros, 
indica que en ellos no esta c o n j u g ^  
do, por su baja posiciôn.
Hay que tener siempre en -- 
cuenta, que la a s i g n a c i ô n  de estas 
bandas esta f a c i li tada por la rela- 
tiva sencille z de los espec tros de 
tipo p a r a fî nico, donde se puede e x ­
clu ir la p r e s e n c i a  de co mpuestos no 
ternari os  (los an âlisis  e le me ntales  
hechos en alg unas muestra s lo con-- 
firmaron siempre) y de anillos a r o ­
mâticos. Todo ello él imina muchas - 
po s i b i l i d a d e s  no tr atada s aquî.
Re giôn 1 4 0 0 - 8 0 0 ; En pr imer  lugar se nota en toda la
r egi ôn un aumento c on si derable  de - 
ab sorci ôn  como c o n s e c u e n c i a  de los 
cultivos. Sup on em os que es debido a 
p o l i m e r i z a c i o n e s , ademâs de la a b —  
sorciôn fuerte de los compuesto s r- 
oxidados.
Las banda s que apare cen en 
esta regiôn, si tenemos en cuenta - 
a s i g n a c i o n e s  anterio re s, deben ser 
atribuî da s a v i b r a c i o n e s  de tensiôn 
de enlaces C-0 y de flexiôn de enla 
ces 0-H. D e s g r a c i a d a m e n t e  la i n t e n ­
sidad de estas bandas y su posiciôn 
no es de gran valor diagnôstico.
Sin embarg o pode mos  asegu-- 
rar que estas ba nd as  ocupan posicio 
nés de ma yores nu mé ros  de onda en 
los casos de êstere s que en los de 
âcidos carb ox îlicos;  asî en los pri 
meros no debe baj ar  de 1180 y en 
los segundos se situa hacia  1165- 
1155 por e fe eto inductivo. Los â c i ­
dos c ar bo xîlico s dan ademâs bandas 
de r e l a t i v e  inte nsidad  hacia 1290 - 
de c o m b i n a c i ô n  de tensiôn del CO y 
flexiôn del OH y estas ult im as v i -- 
b r a c io ne s fuera del piano dan una - 
banda poco intensa a 940 cm que se 
es tu di a mâs adelante.
Por otra parte las bandas - 
fuertes entre 1365 y 1500 cm"^ r e s - 
tan p o s i b i l i d a d e s  de int erpret ac iôn
porque podria n e n m a sc arar otras ban 
das en esta zona. ~
Por de bajo de 1100 c m ”  ^ los 
alcoholes pr imarios dan bandas de - 
flexion de enlaces OH, que quizas - 
po dr ian explic ar  algunas de las que 
aparecen en nuestros espectros.
Pasaremos revi sta  a algunas 
bandas que pueden  ser interpret adas 
con mas seguridad.
Bandas a 1170 y 1150 c m ~ ^ . La varia 
cion de inte nsidad de estas bandas 
respe cte  de los contrôles, puede su 
poner una vari ac iôn en el mismo sen 
tido de la c o n c e n t r a c i o n  de p a r a f i ­
nas r a m i ficada s (vease la a s i g n a ---
ciôn de estas dos bandas en el estu 
d i o de los contrôles).
Lo mismo podemos decir para 
las bandas  hac ia 970 cm  ^ y. con m ^  
nos claridad, la de 840 cm ^ .
La obs erv ac iôn de los espec 
tros de pa ra finas lineales y parafi
nas r am ificada s (creemos que en ---
nuestro gas-oil o no existe o son - 
muy escasas las c i c l o p a r a f i n a s ) con 
firman la asi gn ac iôn anterior.
Bandas hacia 940 cm ^ : La absorciôn
en esta zona, se debe a vibracio nes 
de flexiôn de 1 OH fuera del piano - 
en grupos âcidos carboxîlicos. Esta 
banda es sin embargo de poca i n t e n ­
sidad y por tanto es dificil recono_ 
cerla en nuestr os espectros.
Regiôn 800-625 cm ^ : La ban da  de mayor interês en esta -
regiôn es la de 720 cm ^ , (ya estu-
diada en la asi gna ci ôn de las bandas 
de los espectros contrôles ) cuya v ^  
r ia ciôn de intensid ad es de gran v £  
lcr para decidir la propor ci ôn de - 
parafinas lineales uti lizadas en el 
m e t a b ol ismo (ver mâs adelante).
La ap ari ciôn de un hombro - 
mejor marcado que en los contrôles 
hacia 730 cm  ^, no hace sino confir_ 
mar la c o n c e n t r a c i ô n  de parafinas - 
ramificadas, cuyos esqueletos l i n e £
les por ser de mâs corta cadena ---
aumentan el numéro de onda de esta 
banda. La obs erv ac iôn de los e s p e c ­
tros de parafinas lineales y p e n t a ­
decano, donde no existe esta p o s i b ^
lidad y efect iv am ente no aparece d i - 
cho hombro tras el cultivo, es un da 
to con fi rmative  mas. Fi nalmente si -
se consider an juntos varies e s p e c ---
tros de cultivos sobre parafinas t o ­
tales, se observa que el ho mbro es - 
mâs pron u n c i a d o  cuanto mâs se acorta 
la banda a 720 cm ^ , lo cual de nue- 
vo apoya nues tra hipôtesis.
Respecte de las bandas a 725 
y 690 cm  ^ que apa re cen en el espec- 
tro de paraf inas ram if icadas  del cul
tivo P-36 (y en los cultivos de ----
otras estirpes), se deben evi den te--  
mente a compuestos de tipo aromâti-- 
co, aunque no se aprecian bandas h a ­
cia 1500 cm  ^ que pueden quedar en-- 
mascaradas por la de 1460 de gran iri 
tensidad. Sin embargo, sobre el tipo 
de comp uestos de que se trata no se 
puede decidir nada con la sola consi 
de rac iô n del espectro IR.
Re vis io n de los e s p e c t r o s . -
De stacaremo s aquî los rasgos mâs s i gnifi ca tivos de los 
es pectros cuyas va riaciones  res pec to de los contrôles s e a inten 
sa, as î como las c a r a c t erîsti ca s que creamos interesantes en el 
c r e c i mien to  de algunas estirpes.
La e s t irpe P-I se cara ct eriza por utilizar  casi exclu- 
sivamente las paraf inas lineales y en todos los casos présenta 
dos bandas de grupos carbonilos. La oxi daciôn que produce en es 
tas fracciones es intensa, por lo que ha sido est ud ia da con mâs 
d e ta lie en otras ex pe r i e n c i a s  (ver mâs adelante).
El resto de las es tir pes de este grupo ox idan mejor -- 
las parafin as ramificadas, caso insôlito  y que nos parece de -- 
gran interês por no haber sido citado en la bib liografîa. Sin - 
emb arg o cabe destac ar que la mayo rîa de ellas no crece en t e t r ^  
m e t i l p e n t a d e c a n o . Destaca par t i c u l a r m e n t e  la estirpe P-2, que - 
en paraf ina s totales aumenta la intens idad de la banda a 720 
cm , es decir, s el eccio na  en p r e s en ci a de los dos tipos de m o - 
lêculas, las ramificadas. Para las otras estirpes, p arti cu lar-- 
mente la K-21, hay a pesar de todo una dism inuciôn  de esta b a n ­
da .
Es greciso hacer notar, la enorme intensidad de la ban_ 
da a 1710 cm  ^ en el cultivo de K-21 sobre la fraccion de p a r a ­
finas ramificadas. Esta banda tan intensa solo va ac om pahad a de 
una banda, de st ac able pero dêbil a 935 cm  ^ por lo que debemos 
atribu irl a a grupos C=0 en âcidos carb oxî licos (ademâs obsêrve- 
se la dismin uciôn de p H en el medio). Finalmente, entre los cul 
tivos sobre h idroc ar bu ros aromâticos en los que, a pes ar de que 
el creci mi en to fue mâs alto de lo que cabîa esperar, es mucho -
1 4 6
mas difî cil  sacar conclusiones por la poca "cl aridad" del es-- 
pectro, de sta ca el crecim iento de la es tirpe P-2, que d 16 los 
valores mas altos de todos los cultivos de las 40 estirp es  en- 
sayadas. En general son espectros de poco interes, po rque la - 
intensidad de las bandas aro matic as y de s u s t i t u c i o n e s  enmasca 
ran otras que aclarar îan  el tipo de oxidaciôn .
4. 6 . 2 . 2 . - Resul tado de los cultivos de las especies del gëne- 
ro B r e v i b a c t e r 1u m .
Los valores de crecimi en to y pH final de estes c u l t i ­
vos se dan en la tabla LX.
Se incluyen en este grupo las estirpes P - 8 , G-27 y 
G-32. Los e s p e ct ros co rr es pondien te s estân r e p r e s e n t ado s en • 
los grâficos 34 a 46.
Las bandas d i fere nc iales de estes esp ectros respecte 
de los con t r ô l e s  se recogen en la tabla LXI.
A s i g n a c i ô n  de bandas y di scusio n
Region 3 6 0 0 - 3 1 0 0 ; Como ya se ha indicado, aparec en en esta r é ­
gion una banda ancha de vi br aciones de ten-- 
siôn de enlaces 0-H. El aspecto de esta b a n ­
da indica que los OH no estân libres sine 
asociados i n t e r m o l e c u l a r m e n t e .
Regiôn 3 5 0 0 - 2 3 0 0 ; Aunque no se ban seîialado bandas en esta r e ­
gion, c o n s ide ra ndo la forma de 1 es pe ctro e n ­
tre 3500 y 2300 cm ^ , se puede deducir que - 
existen aunque son débiles; e s p e c ia lmente - 
en los très primeros culti vo s de las estir-- 
pes G-27 y G-32. Por otra parte se debe in-- 
sistir en que estas bandas nunca apare ce n 
bien marcadas.
Region 1 8 0 0 - 1 6 0 0 : En la mayor parte de los esp ectros solo hay
una banda fuerte en esta region, situada a - 
1710 cm  ^. Las bandas co rrespo nd ientes a car_ 
bonilos de êsteres o aldehidos no aparecen  - 
nunca en cultivos sobre paraf inas ramifi ca--  
das y solo se ven hombros débiles en las l i ­
ne aie s .
Regiôn 1 4 0 0 - 8 0 0 :
En cuanto a las vi braci ones de ten-- 
siôn de enlaces 0=0 en moléculas insaturadas, 
las bandas aparecen con bastante r e g u la ridad 
a so ciadas a las de grupos car bonilos y con - 
una intensidad normal. La pre se ncia de dos - 
bandas (1710 y 1600 a p r o x i m a d a m e n t e ) creemos 
que no ofrece lugar a dudas res pec to a la -- 
c onjug ac iôn del car bo nilo y el doble enlace.
Las bandas a 1375 y 1365 cm  ^ se deben a v i ­
braciones de flexiôn sim étrica de grupos ---
O H 3 . Su aum ent o de in tensidad responde a un 
aumento par al elo en la concen traci ôn  de para 
finas rami f i c a d a s  (lo que se puede comprobar  
co m p a r a n d o  los espectros  de p a r af in as linea- 
les y ramificadas ).
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TABLA L X : Valores de cr ec i m i e n t o  y pH final de los cultivos de 






















P-9 0,015 7 - - - - - - - - 0,020 7
0-27 0,035 5.5 0,030 6,5 0,020 5,5 0,030 ■ 6,5 0,035 6,5 0,030 6,5
0-12 0,01*5 6,5 0,250 6 0,150 7 0,075 6 0,065 5 0,025 6,5
Tabla LXI: Gênero B r e v i b a c t e r i u m . Bandas di fe r e n c i a l e s  entre - 
los e s p e ct ros de cul ti vos y sus res pe ctives contro-  
les .
Cet irpe Parafinas totales Parafinas llnaalsa Parafinas ramificadas Pentadacano Tatraaatilpsntadacano Aroalticoa
P-S
1710 (n)
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Region 8 0 0 - 6 2 5 ; Solo se observa la d i s m inuci ôn  de intensidad -
de la banda a 720 cm ^ , muy aprecia ble en la - 
grâfica 41.
Rev is ion de los espectros
La estirpe P -8 ut il iza muy mal los h i d r o c a r b u r o s , se-- 
l e c c i o n a n d o  las pa ra finas de cadena lineal. El c re ci miento es 
r e l a t i v a m e n t e  abundante en aromâticos.
La estirpe G-27 no m u e stra una selectividad marcada 
por las n -p arafin as  y oxida bien las ram ificad as  aunque el cre_ 
cim ien to sobre ellas se a escaso.
Finalm ent e la estirpe G-32 s elecc io na muy ma rc a d a m e n t e  
las p a r a fi na s lineales, lo que se mani f i e s t a  no solo por la 
di sm i n u c i ô n  de la banda a 720 cm  ^ sino ademâs por el aumento 
de ab sorciôn  de las de 1375 y 3365 cm de las que la segunda
indica la pr es encia de grupos isop ro pilo en las rami fi c a c i o n e s
I b c J
4 .6 . 2 . 3. - Res ultado de los cultivos de las especies del gene-
ro Nocard i a .
Los valores de crecimiento y pH final de estos c u l t i ­
vos se dan en la tabla LXII.
Se incluyen en este grupo las estirpes G-28, G-41 ,P-42 , 
G-43 y P-44. Los espectros c o r r e s p o n d i e n t e s  estan r e p r e s e n t a - -
dos en las graficas 47 a 74.
Las bandas dif ere nc iales de estos espectros r e s p e c t o
de los contrôles se recogen en la tabla LXIII.
Asignaciôn de bandas y d i s c u s i o n .
Region 3 6 0 0 - 3 1 0 0 : Las bandas por encima de 3600 cm que son
debidos a vi br aciones de tension de 0-H en - 
estado libre, aparecen a numéros de onda a l ­
tos (3640) lo que indica con much a posi bi li- 
dad que son alcoh oles primarios.
Por debajo de 3500 cm  ^ las bandas - 
co rre sp onden a OH asociados y se enc u e n t r a n  
en la posici on ya di sc utida a n t e r i o r m e n t e .
Estas bandas son mas intensas en los 
cultivos sobre pa rafinas lineales 6 totales, 
y tambiên en rel aciôn  con los cu l t i v o s  de -- 
otras e s t i r p e s .
Region 3 5 0 0 - 2 3 0 0 : Tampoco en estos esp ectros se ha se hal a d o
ninguna banda en esta regiôn, por las razo-- 
nes ya indicadas.
Teniendo en cuenta que las bandas de 
C=0 son muy intensas, y no van acompafiadas - 
de absorciôn clara en esta zona, casi cabrî a 
inclinarse por admit ir como cet ônicos los 
carbonilos, al menos en ciertos es pec tro s en 
que no se nota ninguna banda que haga sospe- 
char la presen ci a de âcidos c a r b o x î l i c o s .
Regiôn 1 8 0 0 - 1 6 0 0 : Como siempre hay que dist in guir las bandas -
por encima de 1700 cm  ^ de vibr acione s de 
tensiôn de enlaces 0=0 y las situadas entre 
1600 y 1700 cm  ^ que sup onemos debidas a v i ­
braciones de tens iôn  de enlaces 0 =0 .
Entre 1800 y 1700 cm  ^ ap a rece n dos 
bandas muy poco separadas en los es pectros 
de parafinas, siendo el espectro de esta r e ­
giôn inc onfu ndible en los cultivos de e s t i r ­
pes de este gênero.
Tabla LXII: Valo res de crec im iento y pH final de los cultiv os  




















0-28 0,030 5,S 0,070 7 0,020 5.5 0,075 5.5 0,055 5.5 - -
0-1*1 0,010 6 0,010 7 0,010 7 0,010 6,5 - - 0,050 7
P-i*2 0,070 8 0,030 5,5 0,180 6 0,030 5.5 0,160 5,5 0,020 8
0-43 0,065 8 0,210 6 0,230 6 0,120 5,5 0,075 5.5 0,020 8,5
P-44 0,020 5,5 0,010 7 0,020 7 0,025 5.5 0.035 5.5 0,010 6,5
Tabla LXIII: Gênero Nocardia. Bandas d i f e r e n c i a l e s  entre los - 
espe ctr os de cul ti vos y sus r e s p e c t i v o s  co n t r ô l e s
Estirpe Par«flna« totale* Parafinas lineales Parafinas ramificadas Pentadacano Tetrametilpentadecanoi Aromiticos
3S00- 3100 (d) 3500- 3100 (d) 1710 (f) 3500 -3100 (m) 3500 -3100 (m)
G.;a 171U ( m ) 1730 ( m ) 1300--800 ( aumenta ) 3370 Cd) 3330 (d)
160‘j (d ) 1710 ( m ) 720 (aumenta) 1710 (d) 1710 (f ) No crece
720 (J isw Inuy* ) 1620 (d) 720 (diaminuye) 1300 -800 (aumenta)
1300- 800 (aumenta)
17K5 (d) 3500- 3100 (m) 3500- 3100 (m) 1710 (d) 3400-3100 (d)
1710 (d) 1730 (ra) 1750 (f ) 1300 -800 (aumenta) No 1710 ( m)
1710 ( ra ) 1710 (f) 1300-900 (aumenta)
0-1*1 1660 (d) 1605 (d) 720 Cdisminuye)
1630 (d) 1300- 800 (aumenta)
1120* (d)
940 (d)
1 300- 800 (aumenta)
3600- 3100 (f) 3600- 3100 (f) 3500- 3100 (ml 3500 -3100 (m) 3640 (m) 1710 (n)
3400 (f ) 1780 (d) 1710 tf ) 1750 (f) 3500 -3100 (f) 1120* (m)
3170 (d) 1740- 1730 (f) 1120* (m) 1710 (f) 1710 (f)
1710 (f ) 1710 (f ) 940 (d) 1630 (m ) 1630 (d)
P.L? 1630 (f ) 1630 (f) 720 (d iaminuye) 1150 - 60 (d) 1300 800 (aumenta)
1170 (euments) 1380 ( aumenta) i
1150 (sument» ) 1150 (aumenta) 980 (d) 1170 Cdis m i n u y e )
1 300 -900 ( aumenta) 1140 (d) 1300 - 800(aumenta) 1030 (f )
720 (dlsminuy#) 1300- 800 (aumenta) 980 (d)
785 (d) 720 (disminuye) 730 (disminuye)
720 (d 1emlnuye)
3600 3100 (m) 3640 (d) 3500- 3100 (m) 3500 -3100 (m) 3640 (ra) 3400-3100 ( m)
1735 ( f ) 3500 -3100 (m) 1750 ( m ) 1745 ( f ) 3340 (d) 1710 ( m)
1710 (m ) 1740 (f) 1735 (f ) 1712 (f) 3500 -3100 (m) 1300-900 (aumenta)
1 3 0 0- 900 (aumenta) 1710 (f ) 1710 (f) 1300 -800 (aumenta) 1735 (f) 1230 (d)
1170 (aumenta) 1630 (d) 1650 (d) 1165 (d) 1710 (f)
0-1*’J 1150 (euments) 1375 ( aumenta) 1605 (d ) 1380 (diaminuye) 1170 (d i emlnuye) 1
1035 (d) 1170 (aumenta) 1365 (aumenta) 720 (disminuye) 1030 (f)
720 (d l emlnuye ) 1150 (aumenta) 1250 (d) 1300 -800 (aumenta)
1035 (d) 1035 (d) 730 (diaminuye)
1300- 900 (aumenta) 940 (ra ) 1
720 (d i emlnuye) 860 (d) 1
725 (f )
690 (f) I
35ÛO- 3100 (d) 3500- 3100 (m) 3640 (d) 3500 -3100 (d) 1740 (d) 3400-3100 (d) j
1710 (m) 1735 (m) 3500- 3100 (d) 1740 (d) 1710 (d) 1710 (m ) 1
1 300- 800 (lumenta) 1710 (f) 1750 (f) 1710 (d) 1300 -800 (aumenta) 1260 (ra)
p - m 7 20 (d i emlnuye) 970 (d) 1710 (f ) 1300 -800 (aumenta) 785 (hombro, d ) 1120* (m) 1
1300- 800 (aumenta) 720 (disminuye) 735 (disminuye) 1075 (d) 1




; i : , l  . . I  , ' l  : ' f : ! i j
1
'1 'HI'I) •- 
’ i l l l '





l l l l l i
;(!■ fh; liHii;




 ^S S s
l i i i P l H. I •i '• ,I I . ,■ I. •. , , , . i4 I- .1 1 .
l i i l B i
tfr’TTH-.tnmr'rifr.-i 'Ti'^ Tr.-Tthj'-' ■;■)
■[;,!,;i in" nn in!.,.:':. n|!'i;|,„. -
f i l l ' ’ ) 11 11 ’ I I I  I ' I c I ' I • •• } • I I f ’ • * 1-1
' Inli/i :,'H i|:' " ‘nj 'nl; i| i H
iH'nl
( % )  3 D N V i l l W Î N V « i





















































































































































































































— t ' r -
! : i-:! !:U4
■rSi .
! !
T‘ \ I I',


































































-J"*. - .r.T'm'WW*' ■*■ • jr-'w*- " —- ' ■












































(7o) a D N V j U I W S N V b J j / ' ^ ^ " ^  o"<r* p
&ÿ* *»*•. â'iJi. ,î,-i. V.. -t.**. i'. V V .1- aiv.




















































I ! mi Hn u ; : ; :
0 Q

































































































































—à. .  ' t j 11 I > 1 * .....
;i ' \ | |  1
IP
7^  ; ;" !■  ! ' : 7 '/ , ÿ
w 'i.: .-  ! 1 'V
■ ; ' j  ■ ' 1
r  ' t








































;o^.j ■« , ^  > ,j


































•H O  
+J rH 
r4
P  03 




























I- - i TT— r
-W4UU 2
r t f r t i t t
fi;










































































































































































































































































































































































, ; , ( ,‘ ' 'ill
:tirr:7t




u. L [4j j^ 4i ' 4-.J • : • I'-'i-•'— '-L















































































































































































































































^ l É É E E

































































I f " 'if












































































: i i ï  ' ,] \ 1 '
' k y  i N  ' !  k :  \ : !1
:t




I—i. . I , i' •h 4'> -^+-'"1 — -1- — I




I : ' :






r»'• *-v'■.■^'1'*^ ' * ■ ’
1 y 3
En cambio en los cultives sobre pa- 
rafinas rami f i c a d a s  prédo mina la banda fuer_
te a 1710, que no va acom pa bada de a b s o r ---
c i on en la region 3000-2500 de vibra ciôn  
del 0-H carboxî li co y que por tanto nos i n - 
c l i na mo s a consid er ar de c a r a c t er cetônico, 
al menos en parte .
El co m p o r t a m i e n t o  trente a pentade - 
cano y t e t r a m e t i l p e n t a d e c a n o , sigue la mis- 
ma line a , pues mien tras en e 1 prim ero es iii 
tensa la banda de ald eh idos o êsteres, no - 
lo es tanto en el segundo donde siempre hay 
una banda a 1710 de s t a c a d a  por su gran i n -- 
te nsi dad .
Por debajo de 1700 cm  ^ aparecen 
bandas a 1660 , 1650 , 1630 y 1605 de las cua^ 
les, al menos las dos primeras no pueden de_ 
bers e a un doble enlace con jugado y la b e r ­
cera, que es la de mayor i n t e n s i d a d , tampo- 
co nos lo parece .
Region 1400-800 : Las banda s en esta region son de muy dife--
rentes si gn i f i c a d o s  y a veces no tienen i n ­
heres por su dif îcil a s ignac i o n .
La variac iô n en las bandas a 1150 y 
1170 ya ha sido est u d i a d a  anteri or mente e - 
impli ca una va riaciôn  igual en la c o n c e n t r a  
c ion de molêc ul as r a m i f i c a d a s . Lo mismo p o - 
demos afirmar re spec to de la banda a 1380 
cm  ^.
Las bandas hacia 1160 que aparecen 
en algunos cul tiv es sobre pen tad ec ano deben 
corre sponder a vibrac ione s del enlace C-0 - 
que por su baja situaciôn pensâmes que se -- 
rân debidas a la p r e s encia  de acides c a r b o - 
xîlicos, pues para los esteras se pres entan
a nûm ero s de onda superiores (1240 cm  ^ ---
a p r o x i m a d a m e n t e ) y son mâs fuertes.
Las bandas fuertes a 1030 cm  ^ de - 
los espectros de las grâficas 61 y 67 t a m - 
p oc o ofrecen lugar a dudas, y nos sirven p^ 
ra ex plicar  la aparic io n de bandas en esta 
zona en otros espectros. Se. deben a v i b r a - - 
c ione s de flexion (en el piano) de enlaces 
0-H y de tension de enlaces C-0, en alcoho- 
les primaries. A veces aparecen dos bandas 
p e r o es esta la mâs in t en s a . La relaciôn de 
esta banda con las situadas entre 3700 y -- 
3200 es inné gable y confirme nue stra idea - 
que los al coholes formados son primaries.
F in alm ent e las bandas hacia 940 cm  ^
indican p r o b a b l e m e n t e  vibracione s de flexion 
del OH fuera del piano  en grupos acides car 
bo xîlicos,  como ya se indicé a n t e r i o r m e n t e .
1 9 4
Region 8 0 0 - 6 2 5 : En las estirp es de buen c r e c i m i e n t o , vuelven
a apa recer bandas a 725 y 690 cm  ^ en los
cult ivos sobre pa raf ina s rami f i c a d a s . S u ---
as ignacion es du dos a y ya ha sido tratada.
En cuanto a las vari ac iones  cuanti ta  
t i vas de la banda a 720 cm ^ , solo haremos - 
notar que en algunos de e s t o s espectros son 
p a r t i c u l a r m e n t e  i n t e n s a s .
Revisio n de los e s p e c t r o s .-
En c o n junto, las estirpes de este gênero se c a r a c t e r i - 
zan por dar los valores mâs altos de crecimiento y las bandas 
mâs intens as de oxi da ciôn sobre las par af inas de todo tipo.
En cuanto  a la s e l e c t i v i d a d , podemos s up oner que o x i -- 
dan fuert emente las mo lêc ulas rami fi c a d a s , pero ut ili zan me j or 
para el crecimiento las 1 i ne aie s , siempre que estas estên d i - - 
sueItas en a q u e l i a s . La d i s m i nuc iô n de intensidad de la banda 
a 720 cm  ^no estâ tan marcada  como para otras estirpes que 
tienen en cambio valores de ab so r b a n c i a  para las bandas de -- 
C = 0 mayores (ver tablas LXXII y LXXIII). S in embargo, en p r e ­
sencia de los dos t i po s de parafinas, es decir, en el cultivo 
sobre la frace ion p a r a finic a total, m u e stra  una sel ecti vidad  
hacia las de cadena lineal que co ntr asta con las bandas de 
oxid aci ôn de las rami fi cadas mâs intensas.
Las estirpes que me j or cre ci er on fueron las P-42 y G-43, 
y e s pec ia lm ente la ultima, que se estu dia  con mâs de talie en - 
otro cap i t u l o .
Es interesante de s tac ar aqui el efecto de oxidaciôn 
tan mar cado en la estirpe G-41, que no va acom pahado en n i n g u - 
no de sus euItivos de un c r e c imiento  igualme nte  importante. 
Ademâs no se produce d i s m i n u c i ô n  de intensidad a 720 cm ^ . E s ­
te solo se puede explic ar  sup oni endo que la estirpe forma p r o ­
duct os de oxidaciôn  que es incapaz de u t i li ze r p o st eriorme nt e 
para su crecimien to, y que se a cumulan en el me di o de cultivo.
J. 3  3
4.6.2.4. - Resultado  de los cultives de la e spec ie del gênero -
S t r e p t o m y c e s ♦
Los valores de c re ci miento y pH final de estes c u l t i ­
ves se dan en la tabla LXIV.
Se incluye en este grupo la estirpe Pa-19. Los e s p e c ­
tros c o r r e s p e n d ientes estan r e p r e s e n t a d o s  en las grâficas 75 a 
78.
Las bandas  d ife re nciales  de estes espectros re specte 
de los contrôles se recogen en la tabla LXV.
Asig na ciôn de bandas  y discus i o n .
Las bandas que aparecen en estes espectros son s i m i l ^  
res a las de los anterio res , por lo que no serân nu evamente 
de s c r i t a s .
Tambiên este grupo utiliz a las parafin as lineale s se - 
l e ctiv am ente haciendo di sminuir la intens idad de la banda a 
7 2 0 cm ^ .
En la region 1800- 1600 cm  ^ se forman dos bandas, una 
carboxîlica y otra co rr es p o n d i e n t e  a una i n s a t u r a c i o n , siendo 
la primera mâs intensa en la fracciôn de paraf in as r a m i f i c a d a s .







































































::' -4/: : ,yi :
In^n
-rT-lTT"n"r !"ir :'.4'T,










































































n) o  
Pu ••






.14' • - • 4—f-'  ^ rtJ
,1,
ii Ml
■ I p ' '  . ' I , ;  I , ' : '  i V f ' i ' l ' H ' l i ' ' i i ' 1 i i ' ' | l i






T a bla LXIV: Valores de creci miento y pH final de los cultives
de estirpes del género S t r e p t o m y c e s .
Est ii’pa























Ps-19 0,025 6.5 0,020 7 0,010 6,5 - - - - 0,015 6
Ta bla  LXV : Gënero S t r e p t o m y c e s . Bandas d i f e r enci al es entre —  
los es pectros de cultives y sus resp ec tives contro' 
les .





















4. 6 . 2 . 5 , - Resultado de los cultives de las especd es del gêne-
ro Micrococcus.
Los valores de cr ecimient o y 
vos se dan en la tabla LXVI.
pH final de estos culti-
Se incluyen en este grupo las estirpes P-4, P - 5 , P-9, 
G-39 y P-HO. Los espectros c o r r e s p o n d i e n t e s  rep re s e n t a d o s  en - 
las grâficas 79 a 97.
Las bandas diferen ciales de estos espectros respecto 
de los co ntrôl es se recogen en la tabla LXVII,
A si gna cio n de bandas y discusiSn.
Region 3600-3100 Las bandas en esta region son débiles salvo 
para  la estirpe G-39 en la fracciôn de p a r a ­
finas ram ificada s donde aparece una banda 
mas intensa a 3340 cm ^ . El as pecto de estas 
bandas es por lo demâs idêntico al de otros 
espectros.
Region 3 5 0 0 - 2 3 0 0 : Tampoco aquî las bandas son de u t i lida d para
decidir sobre la n a t u r a l e z a  del grupo carbo- 
xîlico. En algunos casos las banda s debidas 
a estos grupos son muy intenses, por lo que 
sigue llamando la atenciô n la a u s enci a de ab 
sorciôn en esta zona que indic aria que el 
co mpu esto formado en mayor a b u n danci a séria 
de na tu raleza  cetonica. S in embargo, no se - 
puede desca rtar la pre sen ci a de 0=0 carboxi- 
lico porque en los casos en que la banda a - 
1710 es mas intensa (grâficas 91, 92 y 93) - 
va siempre "a s o c i a d a " con una banda hacia 
940 cm  ^ de d eform ac iô n fuera del piano del 
0-H en âcidos c a r b o x î l i c o s .
Region 1 8 0 0 - 1 6 0 0 ; En general este grupo de especies présenta -
una sola banda intensa a 1710 cm ^ . Las b a n ­
das de carbonilos de ésteres o ald eh id os apa 
recen como hombros de dêbil intensid ad a ve- 
ces pro ba bleme nt e exage radas por la gran ab- 
sorciôn a 1710.
Lo mismo po demos decir de las bandas 
entre 1700 y 1600 cm  ^ que estân ausentes 6 
son muy débiles en la ma yo rî a de los espec-- 
tros.
Hay que exc ep tu ar e.l co m p o r t a m i e n t o 
de la estirpe P-40, en cuyos espectros  son - 
fuertes las bandas de ald ehidos y las de do- 
bles enlaces. Destaca por su intens id ad la - 
banda a 1605 cm  ^ en el espectr o de parafi-- 
nas ra mific adas (grâfica 96) asociada con 
bandas a 725 y 690 de gran intensidad.
Tabla L X V I : Valores de cr ecimiento y pH final de los cultives 
de estirpes del gênero Micrococcus.
















P-9 0,000 6 0,090 6 0,050 6 - - - - 0.090 8,5
P-5 0,095 5.5 0,060 5,5 0,120 6.5 - - - - 0,070 7
P-9 0,095 5.5 0,090 6 0,080 5,5 - - - - 0,090 8
0-39 0,080 8 0,250 6 0,070 6 - - - - 0,070 e.5
P-90 - - 0,010 7 0,010 6.5 - - - . - 0,020 6
Tabla LXVII; Gënero Micrococcus. Bandas dif erenciale s entre - 
los espectros de cultives y sus re spect ives con- 
t r o l e s .
Ettlrpa Parafinas totales Parafinas linaalas
3600- 3100 (m) 1710 (f) 3 6 0 0 -3100 (d)
1790 (d) 1300 (a u m a n t a ) 1710 (f)
1710 (f) 990 (d) 1300- 800 (aumanta)
1605 (d) 885 ( d i s m i n u y a ) 720 ( d i s m i n u y a )
1300- 800 (aumanta) 720 ( d i s m i n u y a )
1120* (d)
720 ( d i s m i n u y a )
1790 (f ) 3600-• 3100 (d) 3 5 0 0 -3100 (m)
1710 (f ) 1790 (h o m b r o , d ) 1710 (f)
1120* (f ) 1710 (f ) 130 0 - 8 0 0  (aumanta)







720 ( d i s m i n u y a )




1300-900 (suaanta)Ho aatudiado No astudiado
Mo astudiado No aatudiado
720 (diamlnuya)
3800-3100 (m) 3500-3100 ( m ) 3600- 3100 (f)
1790 (d) 1790 (f ) 1790 (h o m b r o , d )
1708 (f) 1710 (f ) 1710 (f )
1650 (d) 1650 (d) 1120* (d)
1600 (d) 1300-800 ( a umanta ) 1100 (d)
13 0 0 - 9 0 0 ( s u m a n t s ) 1120* (d) 1065 (d)
1170 (aumanta) 950 (d) 1095 (d)
1150 (aumanta) 990 (m )
930 (m) 865 (d)
865 (d)
720 ( d i s minuya)
3500-3100 (d) 1795 (f )
1730 ( m ) 1710 (m)
1710 ( m ) 1605 (m )
(d) 1120* (m )
No a s t u diado
1075 ( m )
1030 (d)
725 (f)
No astudiado No aatudiado




3500-3100 ( m ) 1710 (m) 1710 (f ) 3 9 0 0 - 3 1 0 0  (m)
1790 ( m ) 1300 (aumanta) 1300-800 ( a u m a n t a ) No a s t u d i a d o No a s t u d i a d o 2 8 0 0 - 2 5 0 0  (m)
1710 (f ) 890 ( d i s minuya) 935 (d) 1710 (f)
1120* ( m ) 720 ( d i s m i n u y a ) 1 3 0 0 - 9 0 0  ( a u m anta)
930 (d )
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Region 1 4 0 0 - 8 0 0 : Destaca en esta region el aumento re lative de
intensidad que se p r o duce r en las bandas co-- 
rr e s p o n d l e n t e s  a par a f i n a s  ramifi cadas (gru-- 
pos isopropilo) (1150 y 1170) que en algunos 
casos va c onfir ma do por la disminu ci on de ban_ 
das de cadenas lineales (890 cm ^ ). En efecto, 
la selectiv id ad de estas estirpes para las n - 
p a r a fi na s es muy ac us ada  (ver mâs adelante).
En cuanto a otras bandas, aparece muy
constante la de 935-40 cm - 1
Region 800-625 ; Es notable la d i s m i n u c i o n  de intensida d a 720
cm  ^ as i como la ap a r i c i o n  de bandas y a men-- 
cionadas a 725 y 690 cm  ^ para la estirpe P-40, 
como en otros casos sobre la fraccion de para 
finas ramificadas.
Revision  de los espect ros.-
Las estirpes P-4, P-5 y P-9 se comp or tan de forma muy 
similar en todos los cultivos. Las banda s a 1590, 1490, 1090, 
1015, 775, 770 que aparecen en la P-5 sobre par afinas lineales 
se deben a una c o ntami na cion probab le de la muestra, que supo- 
nemos debid a a un producto aromatico del tipo del xileno; no - 
se pudo re pet ir  el cultivo por falta de m u e str a pero preferi-- 
mos dejar el espect ro  p o r que se puede o b s er ver el tipo de oxi- 
dacion producido.
En todos los cultivos, l a ^ x i d a c i o n  es muy intense y - 
la util i z a c i o n  de n -p arafina s también.
La estirpe G-39 de los valores mas altos de crecimien - 
to y ox ida ciôn pero a juzgar por las me di das de turbidez en 
los cultivos, el cr ec imiento es mayor en parafin as lineales 
y en cambio la oxidaciôn alcanza valo res muy superiores en las 
ramificadas. Esta estirpe ha sido objet o de un est udio mas d e - 
tallado (ver mas adelante).
En cuanto a la estirpe P-40 ha y_q ue destacar una vez - 
mas la intensi dad de la banda a 1605 cm  ^ que parece rela ciona  
da como cabia esperar con las de 725 y 690 cm  ^ que tambiên en 
este es pectro tienen mayor intensi dad que en otros similares.
4.6.2.6. - Resulta do  de los cultivo s de las especies del géne-
ro Pseudomonas.
Los valo res de crecimiento 
VOS se dan en la tabla LXVIII.





Se incluyen en este grupo las estirpes; P-7, K-10, 
G-11, G-12, A-13, A-14, K-15, G-16, Pa-17, Pa-18, K-22, Pa-23, 
G - 2 6, G - 31, G - 3 3, P - 3 4, P-35, P - 3 7, y P - 3 8 « Los espectros co — — 
r r e s p o n d i e n t e s  estân r e p r e s e n t a d o s  en las grâficas 98 a 176.
Las bandas d i f e r e ncial es  de estos espectros r e s pe ct e 
de los contrôles, se recogen en la tabla LXIX.
A sl gn acion de bandas y discusiôn
Region 3 6 0 0 - 3 1 0 0 : Las bandas en esta region son débiles y solo
ap are cen algo mâs intensas en los esp ectros 
de pa rafina s r am ificad as  y en los de a r o m â t ^  
C O S ,  aunque en estos ûltimos, la forma de la 
banda y su situaciôn es disti nta y parece 
mâs bien p r o d uc id a por OH ca rboxîlicos que - 
a l c o h ô l i c o s .
Por otra parte, la oxidaciôn de las 
pa raf inas por las bacteri as de este grupo es 
escasa, si se ex cep tûa n algunas estirpes de 
P s .a e r u g i n o s a .
Regiôn 3 5 0 0 - 2 3 0 0 : Se puede decir lo mismo que para la regiôn -
anterior. En rea lidad  es una c o n t i n u a c i ô n  de 
la banda ancha de tensiôn de 0-H car box îlico s 
que ab a r c a r î a  a p ro ximadam en te entre 3500 y - 
2300 cm ^ . Muy clara en los espectros de cul 
tivos sobre aromâticos, en los que c o n fi rma 
que la banda a 1710 debe de ser de âcidos -- 
carboxîlicos.  Obsér vese esta banda es e 1 e s ­
pectro de la grâfica 110, donde la oxidaciôn 
ha, sido muy f u e r t e .
Regiôn 1800-1600: De nue vo como en grupos ant eriores, el espec 
tro de esta regiôn es muy c a r a c terîs ti co p a ­
ra todas las estirpes estudiadas en este g r u ­
po, con la exc ep ci ôn de las estirpes de Ps. 
a e r u g i n o s a  que u t i li za n y oxidan las p a r a f i ­
nas con mayor intensidad que las demâs.
Pr esentan los esp ectros una banda an 
cha, no bien definida entre 1700 y 1800 c m " ^  
que se puede situar a 1710 y una absor ciô n - 
re l a t i v a m e n t e  importante entre 1600 y 1700 - 
con dos bandas ligeram ente seîialadas hacia - 
1630 y 1605 cm ^ .
Los cultivos sobre p e n t a d e c a n o  se di
Tabla LXVIII: Valores de crecimiento y pH final de los cultivos 



















Craciaianto pH . 
final Craeinianto




P-'f 0,020 6,5 0,030 5,5 0,015 6,5 0,030 6 0,060 6.5
K-10 - - - - - - - - 0,03 5 6 0,020 7
0-11 0,015 7 - - - - - - 0.015 6 0,060 7
0-12 0,025 7 0,010 7 0,010 7 - - - - 0,020 7
A-13 0,020 7 - - - - - - - - 0,020 8
A-l** 0,015 7 0,010 6 0,030 6 - - - - 0,0*0 6,5
K-15 0,025 7,5 0,010 7 0,015 6 - - 0,010 7 0,0*0 7
0-16 0,010 7 0,020 6,5 0,020 6 - - - - 0,020 6
P#-17 0,020 7 0,020 6,5 0,060 6 0,010 7 0,010 7 0,020 6,5
P«-l« 0.010 6 0,010 6 0,020 6 0,015 6.5 0,0*5 6 0,030 6,5
K-22 - - 0,015 6 0,015 6 0,030 7 0,010 7 0,020 6
P#-23 - - 0,015 6 0,010 6 0,020 7 0,030 6 0,0*0 6,5
G-2fi 0,020 7 0,010 7 0,010 6 0,035 6 - - 0,060 6,5
0-31 0,180 6 0,200 5 0,030 7 - - - - 0,0*0 6,5
0-33 - - 0,010 7 0,010 7 - - - - 0,030 7
P-3k 0,065 6 0,025 5,5 0,070 6 0,010 6,5 0,035 6 0,020 6,5
P-35 0,155 6 0,025 5,5 0,110 6.5 0,015 6,5 0,010 7 • 0,030 6
P-37 0,030 7 0,010 6,5 0,020 5,5 - - - ■ - 0,060 6,5
P-3B 0,280 6 0,020 6 0,020 6 0,015 6,5 0,010 7 0,030 6
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Region 800-62 5 ;
ferencian de los de otras _f raccione s por pre_ 
sentar la banda a 1745 cm  ^ mas acusada que 
la de otros grupos carbon ilos, en los pocos 
casos en que ha ha bido crecimiento.
Hay que sehalar, aqui, que las estir 
pes del genero Pse u d o m o n a s  se carac t e r i z a n  - 
por oxidar con mâs facil idad las fracciones 
aromaticas que las p a r a f i n i c a s , hecho que 
queda bien patente en estos e x p e r i m e n t o s .
Teniendo en cuenta la poca intensidad de las 
bandas en la region anter ior, es lôgico que 
en esta ni siquiera aparezcan: ^
Solamente los espectros de cultivos 
sobre fracciôn aromâtica , mue str an bandas
siendo la mâs con st ante la que aparçce a ---
1230 cm  ^ que séria una banda en la que se - 
combinan vi br aciones  de tension del C-0 y la 
flexion del OH en âcidos c a r b o x i l i c o s .
En los cu ltivos  de P s . aeru ginosa  ( es^ 
tirpes G-31, P-34, P-35 y P-38) en que la 
oxidaci on  es mâs acus ada aparecen banda s ya 
estudiada s (940, 1040, 1070 y 1245).
Tambiên pocas va ri a c i o n e s  en esta region, -- 
pues este genero no ut i l i z a  selecti vamente - 
las paraf inas lineales. '
Una vez mâs hay que ex ceptuar a las 
estirpes de P s .a e r u g i n o s a  entre las que des- 
taca la G-31 por la d i s m i nuci ôn  de intensi-- 
dad de la banda a 720 cm ^ , que prâct i c a m e n t e  
se reduce al mînimo, lo que indica que ban - 
sido utilizad as  todas las parafinas lineales 
que habia en la m u e stra (ver mâs adelante).
Para_dos estirpes  aparecen bandas a 
725 y 690 cm  ^ en los cultivos sobre t e t r a m ^  
t i I p e n t a d e c a n o , asociad os  con bandas de rela 
tiva intensidad a 1605 cm ^ , las cuales ban 
sido ya asignadas.
Revision de e s p e c t r o s . -
Los esp ec tros osbre b i d r o c a r b u r o s  aromâticos destacan 
por la gran i nt en sidad de la banda a 1710 cm  ^ que podemos su - 
poner que es de bida a la p r e s en cia de âc idos carboxilicos. El 
cr ecimien to sobre d i cb a fraccion fue superior al de otras estir 
pes en general, y c o n tra st a con e 1 crec i m i e n t o  muy pobre en 
la s fracciones parafin icas.
Para la esti rpe Pa-23 aparece una banda fuerte a 675 
cm  ^ que t al vez indica  la p r e s e n c i a  de anillos aromâticos mo 
nosu s t i t u i d o s , pero es di ficil de as ignar  no estando acompana- 
da de otras .
Las estirpes de Pse udomonas aer ug inosa, G-31, P-34, P- 
35 y P-38 mu e s t r a n  una gran activ ida d frente a las parafi na s - 
lineales, mas patent e en la primera de ellas. Esta es tirpe no 
pr oduce  en cambio bandas intensas de carbo ni los , lo que debe - 
indicar una oxidacion total de las cadenas t e n i e n d o  en cuenta 
e 1 gran cr ec i m i e n t o  que se aprecia en e 1 cu ltivo sobre la frac 
ciôn de pa rafina s lineales, hecho que queda a p o ya do tambiên -- 
por la d i s m i n u c i ô n  de la banda a 720 cm  ^ en e 1 cultivo  sobre 
pa rafin as  totales. La estirpe P-34 ha sido ob jeto de un estu-- 
dio mâs d e t a llado  (ver mâs adelante).
Las est irp es G-34 y P-34 m u e s t r a n  bandas a 725 y 690 
cm  ^ r e l a c i o n a d a s  con las bandas a 1605 cm ^ , de comp ue stos 
aromâticos. ...
espectros de cultivos y sus r especti ve s c o n t r ô l es
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4. 6. 2 . 7 . - Res ultado de los cultivos de las especies de los g é ­
nères A c h r o m obacte r y A l c a l i g e n e s .
Los valores de crecim iento y pH final de estos c u l t i ­
vos se dan en la tabla LXX.
Se incluyen en este grupo las estirpes Pa-24 y G-25. 
Los espectros corre sp o n d i e n t e s  estan represen ta dos en las grâ- 
ficas 177 a 184.
Las bandas d i f e r encial es  de estos espectros re spe ct o 
de los contrôles, se recogen en la tabla LXXI. ^
Asignacion de bandas y d i s c u s i o n .
t
En las estirpes de este grupo, algunos espectros p r e ­
senter la misma forma general (esp ec ialme nte entre 1800-1700 
cm M  que el grupo anterior. Sin embargo, en p r e s en cia de para 
finas lineales el tipo de oxid acion es muy peculiar, siendo de
de sta car las bandas intensas en_c omparée  ion con otros e s p e c ---
tros, en la region 3500-3100 cm ^ . Tel vez estas bandas justi-
fiquen la absorciôn, no muy _de f i n i d a , que en estos es^  
pectros aparece entre 1150 y 1 000 cm 1, pues las bandas de car^ 
bonilos son, por el contrario, débiles.
En el espectro de la estirpe G-25 sobre par afin as  l i ­
neales, aparecen dos bandas dis tintas en la region de OH, lo - 
que sugiere dos tipos de alcoholes. Quizâ por ello aparec en 
gran variedad de bandas en la region 1400-800, pero estas b a n ­
das son muy difîc iles de asignar.
308
Tabla LXX: Valores de crecim iento  y pH final de los cult ivos 
de estirpes de los géneros A c hr omobac te r y A l c a l i ­
g e n e s .
















Pa-24 0,030 7 0,010 6,5 0,010 6 - - - - 0 ,040 6 •
G -25 0,025 7 0,015 6 0,020 7 - - - - 0 ,060 7
Tabla LXXI - Géneros Ach romoba ct er y Alca lig enes . Bandas d i f e ­
renciales de los espectros de cu ltivo s y sus res- 
pectivos contrôles.





3370 ( m ) 3600-3100 (ra)
2310 (d) 1740 (hombro,d)
1745 (d) 1710 (f)
1710 (d) 1030-1040 (d)
1140 (d) 1300-800(aumenta)
1120* (m)
1100 ( m )
1045 (m)
945 ( ra )
865 ( m )











160 5 (d )
1300-800(aumanta) 
7 20 (d ismlnuya )
3600-3100 (f ) 3600-3100 (m)
3440 (d) 1710 (f)
3370 (m ) 1605 (d)
2700-2100 ( m ) 1300-800(aume






1150 ( f )
1120* (f )
1100 ( m )
1045 ( m )
970 (f )
945 (f)
91 5 (f )
865 (f)
No cultlvado No cultlvado
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4.6.3. - Util i z a c i o n  de las n - p a r af in as por las distintas e s t i r ­
pes. Variaci on de a b s o r b a n c i a  de la banda a 720 cm ^ .
La u t i l i z a c i o n  de las cadenas para f i n i c a s  lineales en - 
los dis tintos cultivos, se pue de est udiar  mi d i e n d o  la va r i a c i 6 n 
de la int en sidad  de la banda a 720 cm ^ , c o r r e s p o n d i e n t e  a v i -- 
brac ion es de es qu el eto en cadenas que tienen mâs de cu atro g r u ­
pos m et il ên icos c o n s e c u t i v o s .
Résulta interesante hacer este estudio, teniendo  en ---
cuenta p a r a l e l a m e n t e  los valores de cre cimi ento, pues se o b s e r ­
va que algunas estirpes pare cen s e l e ccion ar  y ut i l i z a r  ex d u s  i - 
vamente cadenas lineales, en cuyo c a so la banda a 720 cm  ^ d i s ­
minuye p r o p o r c i o n a i m ente a la intensida d del crecimiento, mien- 
tras que otras, aûn p r e s e nt an do buen cr ecimiento, no mo d i f i c a n 
s en si ble mente la intensidad de dicha banda, lo que puede inter- 
pretarse como que no p r e s en tan s elect iv idad ante este tipo de - 
molêculas y, en c o n s e c u e n c i a , la prop or ciôn de estas paraf inas 
no varia en relaciôn al total y en el es pe ct ro la ban da p r é s e n ­
ta la misma in tensidad que en el control.
Por otra parte, êsto podria  de du cirse del c o m p o r ta mien-
to de la estirpe en los cultivos sobre las fracciones de parafi
nas lineales y parafin as r a m i ficad as  por separado, pero creemos 
que alli juega un papel imp ortan te otro factor, y es el hecho - 
de que las primeras tienen un punto de fusion mâs alto siendo - 
sôlidas a la temp eratura  de cultivo, cosa que no ocurre con las 
par afinas ramificadas. Esto se traduce n a t u r a l m e n t e , en una dis 
minuci ôn del creci mi ento en el cultivo sobre las par af inas li-- 
neales en relaciôn a lo que cabrîa  esperar.
Por esta razôn se han elegido los cultivos sobre parafi 
nas totales, para medir la a b s o r b a n c i a  a 720 cm  ^ y dedu cir  de 
e 1 la la pro po rc iôn de para fin as lineales que han sido u t i li za-- 
das durante el cr ecimi ento bac teriano. Estas a bs orbanci as  se mi 
den tomando como lînea base la trazada entre los dos mîni mos - 
de absorciôn pr ôximos a la citada banda.
Hemos cal culado tamb iên la a b s o r b a n c i a  de esta banda en 
el espectro de parafinas  totales, valor de r e f e r e n d a  que toma- 
mos como mâximo, y en el de pa raf ina s r a m i f icad as , en el que su 
ponemos que es minime. En efecto, como se puede observar en el 
co rresp on di ente espectro, la banda a 720 cm  ^ no des apare ce  en 
la fracciôn de para finas r ami fi cadas, lo que quiere d e c ir que - 
estas mol êculas deben tener esque le tos lineal es suf icient em ente 
largos para que aparezca la banda. Por e s o en los cultivos pode 
mos suponer que dicha banda solo puede d i s m i n u i r  en la misma -~ 
proporciôn, como mâximo, en que disminuye al fracc io nar por cro 
mat og ra fîa las parafinas totales sepa rando  las lineales de las 
ramificadas. La fracciôn de para fi nas r a m i f i c a d a s  abs orb er îa 
pues a 720 cm  ^ lo mi s mo que el extracto de un cultivo en el 
que hubieran sido e li mi nadas todas las cadenas lineales y perma 
necie ran  todas las rami fic adas. ~
La ab sor bancia de esta banda para las disti ntas estir-- 
pes estarâ comp rendida entre el valor mâximo, c o r respond ie nte - 
al espectro de parafinas totales, y el m î n i m o  que serâ el que -
318
pr és en ta el espect ro de la fracciôn de p a r a fin as  ramificadas. - 
Sôlo en algunos casos excep c i o n a l e s  , los valores cal culados  son 
mayores que el m â x i m o  previsto, cosa que nos hace suponer que - 
para esas estirpes existe una u t i l i z a c i ô n  selecti va  de parafi-- 
nas no l i n e a l e s .
En la tabla LXXII se r e p r e s e n t a n  los valores c a l c u l a ­
dos para las a b s o r b a n c i a s  y el perc e n t a g e  r e l at iv e de pa raf ina s 
lineales no uti lizadas. En dicha tabla, los valores superiores 
a 100 c orr es ponden a las estirpes que han u t i l i z a d o  prefer ente- 
mente las mo lêc ulas ramificadas.
Tabla LXXII Estu dio de la util i z a c i ô n  de n - p a r af in as po?^ las 




* 720 ~ * 720
é
% Parafinas restantes
Control totales 0,519 0,155 100
Control ramificadas 0,364 - 0
P-1 0 ,406 0,042 26,7
P-2 0,526 0 ,162 104 ,5
P-3 0 ,526 0,162 104 ,5
P- 36 0,501 0,137 88,3
P-8 0 ,502 0,138 89
G-27 0,511 0,147 94,8
G-32 0,448 0 ,84 54,1
G-28 0 ,484 0,120 77,4
G-41 0,519 0,155 100
P-42 0 ,440 0,076 49
G-43 0,418 0,054 34,8
P-44 0,471 0 ,107 69
Pa- 19 0,481 0,117 75,4
P-4 0,453 0 ,089 57,4
P- 5 0 ,443 0,079 50,9
P-9 0 ,439 0,075 48 , 3
G-39 0,450 0,086 55,4
K-21 0,457 0,093 60
P-7 0,514 0,150 96,7
G- 11 0,517 0,153 98,7
G- 12 0 ,530 0,166 107,9
A-13 0,508 0,144 92,9
A- 14 0,512 0,148 95,4
K-15 0,492 0 ,128 82,5
G-16 0,533 0,169 109
Pa-17 0,512 0,148 95,4
Pa-18 0,550 0,186 120
K-22 - -
G-26 0 ,509 0,145 93,5
G-31 0,378 0,014 9
P-34 0,432 0,068 43,8
P-35 0,410 0 ,046 29,6
P-37 0,507 0,143 92,2
P-38 0,415 0,051 32,9
Pa-2 4 0,498 0 ,134 86,4




dif er en cias entre a b s o rb an cias de las b a n ­
das a 720 cm  ^ en los distintos cultivos y 
en el espectro de par af in as ramificadas.
4.6.4. - Medida de la oxid acion  p r o d u c i d a  en los distintos  —
c u l t i v o s . Estudio de la int ensid ad  de las bandas  de 
la re gion 1800-1700 cm ^ .
La region del espectro IR situada entre 1800 y 1700 cm ^ , 
pr ésent a bandas de absor ciôn que, como ya se ha indicado, corres
ponden a v i b r ac iones de tensiôn de grupos C=0 y pre s e n t a n  un ---
gran interês para valora r el grado de oxidaciôn  p r o d u c i d o  por 
los m i c r o o r g a n i s m o s  sobre los di s t i n t o s  bidro car buros . Tienen —  
ademâs la ventaja de su gran in tensidad y de que no existen b a n ­
das prôximas que influyan en la abs orciôn de las m i s m a s . Hay que 
hacer la sa lveda d a este re specto  de la fracciôn de hi df t c a r b u - -  
ros aromâticos, que prése nta bandas en esta regiôn debidas a las 
su s t i tu ciones en los anillos aromâticos.
Se puede hacer, pues, un estudi o c om parati ve  de la absor 
bancia de estas bandas para las dis tinta s estirpes y los diferen 
tes b i d r o c a r b u r o s ,  que nos da una idea muy exacta de la i n t e n s i ­
dad de la oxidaciôn. En algunos casos apar ecen dos bandas bien - 
marcadas, por lo cual se han me di do los dos valores indepen di en- 
t e m e n t e .
En la tabla LXXIII, se m u e st ra n todos los valores de 
ab so r b a n c i a  calculados tomando como lînea de f o n d o , la correspon  
diente a la m â x i m a  tra nsmisi ôn  medida en el espectro, que se s i - 
tûa bac i a los 2.000 cm ^ . En dicha tabla se indica tambiên el n ^  
me ro de onda al que corresponde cada ab sorbancia, pues por tra-- 
tarse de bandas que aparecen en di s t i n t a  pos ic iôn y de grupos 
funcionales, dis ti ntos en muchos casos, no son e s t r i ct am ente corn 
parables mas que aquellas que pr e s e n t a n  el mismo  nu méro de onda.
Al p r i n c i p i o  de la tabla estân re p r e s e n t a d o s  los valores 
co r r e s p o n d i e n t e s  para los espectros contrôles. Como puede compro 
barse, estos valores son pr â c t i c a m e n t e  d e s p r e c i a b l e s  en todos 
los casos salvo en el espectro de t e t r a m e t i l p e n t a d e c a n o , pro duc- 
to que posee ya de origen una ligera oxidaciôn, y en el de la --
fracciôn aromâtica, donde a una posible ox idaciôn se suma la ---
fuerte abs orc iô n de las bandas citadas a n t e r i o r m e n t e .

4, 6 . 5 .  - Estudlo cinêtico de la va riaci on de in t e n s i d a d  de las 
bandas a 1710 y 720 cm  ^ para Pseu domon as  aeruginosa, 
estirpe G - 3 4 .
Para esta e s t i r p e , y con objeto de c o m p r o b a r  la r e l a -- 
c ion entre la intensidad de crec imient o y la a c u m u l a c i ô n  de 
p r o d u c t o s  de oxidaci ôn ien el medio_de c u l t i v e , se hi zo un estia 
d i o  ci nêtico  de la banda a 1710 cm que c o r r e s p o n d e  a vibra- 
c ion e s de tension de g r up os C = 0.
Para ello se hic ie ron en las co nd iciones h a b i tua le s, -
c i n c o  cultives paralelos de esta e s t i r p e , e x t r a y ê n d o s e  el h i -- 
d r o c a r b u r o  res id ual y mid iê nd ose el crec i m i e n t o  a int erv al os - 
v a r i  ables entre une y once dlas de incubaciôn.
En la misma e x p e r i e n c i a  se estudiô la va r i a c i o n  de in- 
t e m s i d a d  de la banda a 720 cm  ^ c o r r e s p o n d i e n t e  a vibrac iones 
die d e f o r m a c i ô n  ’’rocking" en cadenas lineales de mas de cuatro  
g r u p o s  C H 2 consécutives. Con elle pr ete n d l a m o s  o b s erver  la re_
la cion entre el crec im iento y la desap a r i c i ô n  de cadenas n-pa
r a f î n i c a s  l a r g a s .
La elec ciôn de la estirpe G-34, responde a que en ella 
se ve m u c h o  mâs clara que en otras una relaciôn  directe entre 
la a p a r i c i ô n  y d e s a p a r i c i ô n  respective s de las dos bandas e s t ^  
d i a d a s  y el crecim iento del cultivo. Ademâs otras estirpes pre 
s e n t a n  mâs de una banda de grupos 0=0. Finalmente, esta estirpe 
"tiene buen crec imient o y, en c o n s e c u e n c i a , las medidas pueden 
lhaicerse con mâs exactitud.
La variaci on  de la intensidad de las dos bandas se r e ­
p r é s e n t a  en las grâficas 185 y 186. A pa rti r de elles se calciu 
l a r o n  las absorba ncias, tomando como llnea base para la banda
a 1710 cm  ^ la mâxima tr an s m i s i ô n  medida en el e s p e c t r o  ( co---
rr e  sp ond iente aproxi ma de mente a la de 2000 cm M  y para la ban^ 
da  a 720 cm  ^ una line a que pesa p or los dos mî ni mo s de absor- 
c 1 ôn mâs prôxi mos a ambos lados de la misma.
Los valores calc u l a d o s  estan recogidos en la tabla LXXIV
En las grâficas 187 y 188 se r e p r e s e n t a n  las variacio-#
n<es de a b s o r b a n c i a  medidas y la intensi dad de c r e c i m i e n t o ,  ^
f;rente al tiempo de in cubaciô n en dîas r e s p e c t i v a m e n t e  para -- 
l.as b a ndas a 1710 y 720 cm  ^.
T a b l a  LXXIV.- Valores de c r e c imi en to y a b s o r b a n c i a  de las b a n ­
das a 1710 y 720 cm  ^ en los dist intos cultives 
de la estirpe G - 3 4 .
C ontrol 1 4 5 7 11 dîas
c r e c imi ,ie nt 0 0 0,010 0,055 0,070 0,120 0,140
^1710
0 , 0361402 0,062692 0,072061 0,099384 0,114302 0 ,144355
* 720
0,515522 G ,490823 0 ,471291 0 ,449824 0,432435 0,403762
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Grâfica 185. Variaciôn de intensidad de la banda a 1710 cm  ^ segûn 




Grâfica 186. Va riaciôn  de int ensid ad de la banda  a 720 cm  ^ segûn 
el tiempo de incubaciôn. Estirpe G-34-.
Grâf ica  187. Variaciones del cre ci miento y de la absor ban cia de la 





Gr&fica 188. V ar ia ciones del c recimi en to y de la abso rb ancia de la 








4.7. - Cultiv es en f e r m e n t a d ore s .
Como se puede ap r e c i a r  en las exp erie ncias h a sta aquî 
de scr itas, las m o d i f i c a c i o n e s  ap arecidas en los es pe ctros IR 
de los di stinto s h i d r o c a r b u r o s , como c o n s e cuen ci a del cultivo 
b ac te riano, aûn siendo de gran interës para si st e m a t i z a r  los 
di fe r e n t e s  tipos de ataques produ cidos, resultan in su f i c i e n - -  
tes para pr e c i s a r  los der iv ados m e t a bô licos formados.
Este inconv énien ts , se debe a la dêbil inte n s i d a d  de 
las bandas co r r e s p o n d i e n t e s  a molê culas oxidadas, si se exce£_ 
tûan las de vi br a c i o n e s  de te nsion de grupos 0 = 0. Como 4,demâs 
la ex tracciôn de los pr oductos  de oxidaciôn formados en el m ^  
t a b o l i s m o  se hizo hasta aquî con ju ntamen te  con el h i d r o c a r b u -
ro residual,  el r e s u l t a d o  es que dichas bandas son apenas ---
apr ec ia bles y, en c o nsecuen ci a, solo la region 1800-1700  cm~^ 
nos sirve para d i f e r e n c i a r  claramen te unos tipos de oxi da ciôn 
de otros .
Por estas razones , y tratando de concretar esas ban--
das débiles a que nos hemos referido, se hiciero n otras s e ----
ries de pruebas en las que se evitaron estos i n co nvenie nt e s . 
Para ello, los cu ltivos se h i c ie ron a mayor escala en fermen-
tadores con siete litros de medio, y la mayor cantidad de ---
mues tra  obteni da nos p e r mi ti ô despuês del cultivo, separar  
los h i d r o c a r b u r o s  res i d u a l e s  no oxidados de los p r o d u c t o s  de 
oxid aci ôn formados, con lo que el esp ec tro IR de estos ûlti-- 
mos résul ta ser mucho mas concluyente.
S in embargo, esta fase del trabajo hemos tenido que -
re al i z a r l a  sôlo con algunas estirpes s e l e c c i o n a d a s , por no 
dis po ner de su ficiente cantidad de producto. La selec ciô n de 
estas estirpes se hizo aten diend o a su gran c r e c i m i e n t o  y al 
hecho de ser las que mâs modi f i c a b a n  el espectro IR del hidro 
c a r b u r o .
Las pruebas efe ctu adas se detallan a c o n t i n u a c i ô n . 
4.7.1, - Cultivos sobre gas-o il c o m p l è t e .
Con esta e x p e r i e n c i a  se pretende observar la o x i d a ---
ciôn del gas-oil, f r a c c i o n a n d o  el prod uc to por c r o m a t o g r a f î a  
en c o l u m n a , despuês de haber cultivado los m i c r o o r g a n i s m o s  so 
bre él. Al hacer esta sep ara ciôn tenemos la vent aja de o b s e r ­
var el efecto  produci do  por el mi c r o o r g a n i s m o  sobre cada frac 
ciôn, y obtene r ademâs una fracci ôn de compuestos oxida dos, - 
separada del resto del gas-oil s in metabo lizar, que por esta 
razôn serâ mâs s i g n i f i c a t i v a  en el estudio e s p e c t r o s c ô p i c o .
En es qu em a el p r o c e d i m i e n t o  utilizado es asî:
CONT ROL Cultivo sobre ga s- oil
Gas- oil
i
Cr o m a t o g r a f î a
Fracciôn p araf în ica 
Fracciôn ar om âtica  
Fracciôn re si du al
1
E sp ec tros IR
E xtrac ci ôn
Cr oma t o g r a f î a
Fracciôn p a r a f - i n i c a  
Fracciôn ar om âtica  
Fracciôn residual
Espectros  IR
1) Cultivo del m i c r o o r g a n i s m o  sobre g a s -o il coiApleto - 
en fermentad or es de 7 litros de medio (7 ml de g a s ­
oil como fuente ûnica de C).
2) E xt racciô n con éter sulfurico (gas-oil no uti lizado 
+ p r o du ctos de oxidaciôn)
3) Sep ara ciôn de très fraccio nes por c r o m a t o g r a f î a  en 
columna: parafî nica, aromâtica  y residual.
4) Separaciôn  de las mismas fracci ones en un ga s- oil - 
s in m et aboliza r,  como expe r i m e n t o  control.
5) Es pe c t r o  IR de cada una de las fracciones. En las - 
dos prime ras, comparadas con los con trôles corres-- 
p on di entes,  observâm es di fe r e n c i a s  p r o d u c i d a s  como 
c o n s e c u e n c i a  del cultivo en cuanto a la u t i l i z a c i ô n  
o no de esas molêculas. En la fracciôn residual apa 
recen los pro du ctos oxidados p r é sentes  origin ar ia--  
mente en el gas-oil, mâs los que se han formado por 
el m e t a b o l i s m o  microbiano. La co mparaciôn de estos 
espectr os  con los contrôles (fracciôn r e s i d u a l  del 
gas-oil primitiv e) nos indica la acum u l a c i ô n  de pro 
ductos oxidad os formados por las bacterias.
Las est irpes  en say ada s fueron las siguientes:
Estirpe P-1: C o r y n e b a c t e r i u m  bovis.
Estirpe P-4; Mi crococcu s ureae. 
Estirpe K-21: A r t h r o b a c t e r  sp.
Es ti rp e P-34: Ps eu domonas aeruginosa. 
Estirpe G-39: Mi crococcus roseus. 
Es tir pe G-43: Noc ar dia s p .
Las co nd i c i o n e s  de cu lti vo  y el p r o c e d i m i e n t o  de ex-- 
traccion fueron y a de s c r i t o s  en el capitulo  de metodos.
El f r a c c i o n a m i e n t o  por c r o m a t o g r a f i a  se hizo en la co_ 
lumna pequeha que ya ha sido descrita. Las c ondi ci ones para - 
todos los ensayos fueron:
Carga
Muestra
64,58 gr de gel de silice 
(30-200 mallas ASTM)
5 ml de ex tr ac to t 5 ml 
de isocta no
Eluyente s ;
Isoct ano  .......  150 ml
Benceno  .......  250 ml
Pro pa no l-2 ... 175 ml
Estas can t i d a d e s  fueron calculadas de acuerdo con la - 
capacidad de la columna y teniend o en cuenta los re sultados an  ^
t e r i o r e s .
Como ya se ha indicado, se hizo un e x p e r i m e n t o  control 
en el que se f r a c c ion ar on en idênticas con d i c i o n e s  5 ml de 
gas-oil. Las frac cio nes r e s p ecti ve s estân r e p r e s e n t a d a s  en las 
grâficas 189 a 192. Como puede aprec iarse, estos espectros 
coinciden exac ta mente con los de las frac ciones obten idas ante 
rio rme nte, que han sido ya descritos.
4 . 7 .1. 1. - Re su ltado s e s p e c t r o s c o p i c o s . D e t e r m i n a c i o n  y asigna-
c iôn de b a n d a s .
Los espectro s IR de los extra cto s de cultivos fraccio' 
nados por c r o m a t o g r a f î a , se r e p r e s e n t a n  en las grâficas 195 a 
212 .
En las tablas LXXV a LXXX se recogen los n u ­
méros de onda de las bandas d i f e r e n c i a l e s  entre los espectros 
contrôles y los de cultivo s de las d ifere nt es estirpes.
A si gn aciôn de bandas y dis cu si ôn
Estirpe P-1
La fracciôn p a r a f î n i c a  solo mu e s t r a  v a r ia ciôn de inte^ 
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Numéros de onda de las bandas di fer e n c i a l e s  entre las d i s ­
tintas fracciones y sus contrôles.
Estirpe P-1
Fracciôn para fîn ica Fracciôn arom ât ica Fracciôn residual
720 (aumenta) S in varia ciones
3 6 0 0 - 3 1 0 0 ( a n c h a )(f )
2800- 2 4 0 0 ( a n c h a )(f )
1710 (aumenta)
1380 (a u m e n t a )
1260 ( m )
1155 ( m )
1100 ( m )




Nümero de onda de las bandas d ifer en ciales entre las dis 
tintas fracciones y sus c o n t r ô l e s .
Estirpe P - 4 .
Fracciôn parafînica Fracciôn ar om âtica Fracciôn res idual
1300-800 (aumenta) 
1205 (aumenta) . 
1150 (aumenta)




S in variacio nes
3600-3100(a nc ha)(f)









8 8 0 (m )
al control, lo que indica que han sido uti li zadas  en m a yo r can 
tidad las parafinas  rami f i c a d a s  que las lineale's.
En la fracciôn a r o m â t i c a , las va ri a c i o n e s  que ap arecen  
son debidas e x c l u s i v a m e n t e  a la c o n t a m i n a c i ô n  de la m u e s t r a  -- 
por una silicona. Cons ideramo s que esta fracciôn no ha sido mo 
dificada en absolu te  por el cultivo.
Finalmente, en la fr acciôn r e s i d u a l , las v a r i a c i o n e s  - 
con r e s pecte al cont rol  son las siguientes;
En la re giôn  3 5 0 0 - 2 5 0 0 , aume nta mucho la abso rciôn,  
siendo debido este au me nto tante a v i b r a c i o n e s  de OH alcohôli - 
cos como c a r b oxî li cos y a juzgar por la forma de la banda, son 
mâs abundan tes los primeros.
La r e l a c i ô n  entre las bandas a 2855, 2870, 2925 y 2960
de tensiôn simêt ri ca y as im ê t r i c a  de CH^ y C H 3 indica u n ---
aumento en la p r o p o r c i ô n  de grupos metilo sobre grupos me tile-  
n o , r e s pecte de las mol ê c u l a s  oxidadas que habîa ya en el g a s ­
oil original.
Este hecho queda con fir ma do si se tiene en cuenta las 
bandas a 1365, 1375 y 1460 cm ^ , de la que la ûltima di smi nuy e 
c en si der a b l e m e n t e  en r e l a c i ô n  con las otras dos, mi e n t r a s  que 
la pr im era (debida a grupos is op ropilo) aumenta en r e l a c i ô n  
con la segunda.
Esta i n t e r p r e t a c i ô n  es normal, pues hemos sup ue sto que 
las cadenas oxid adas son en mayor p r o p o r c i ô n  r a m i f i c a d a s  que - 
l i n e a l e s .
La regiô n 18 00 -1600 cm  ^ se cara c t e r i z a  por el aumento 
re lat ivo de la banda car b o n î l i c a  a 1710 cm  ^ mi ent ras la banda 
1600 cm  ^ no parece va riar de inten sidad ô acaso di s m i n u y e  li- 
geramente. Esto sugiere que no se han formado dobles enl aces - 
en la ox idaciô n bacteriana.
En la r e gi ôn  1600-800 cm  ^ a p a recen  bandas de s i l i c o ­
na ( 1260 , 1100 , 1030 y 800 ) que cô^ntaminaron la m u e s t r a  al ser 
destilada. El resto de las bandas (1155, 1020 y 875) son de po^ 
co valor dia gnô st ic o, pu di endo suponerse  las de 1155 y 1020 
cm  ^ debidas a vi br a c i o n e s  de tensi ones de enlaces C-0, siendo
la segunda debida a alcohole s pri ma ries con mucha p r o b a b i l i ---
d a d .
En cuanto al tipo de grupo carbonilo, las bandas a 
3500-2300, 1710 y 1165 parece indicar que es un âcido carboxî- 
lico. En cualquier caso, estos compu estos son escasos a juzgar 
por la i n t e nsid ad  de estas bandas, siendo mâs a b u n d a n t e s  en es^ 
tos es pec tros los alcoho les, p r o b a b l e m e n t e  pri ma ries (banda in 
tensa a 1020 cm M .
En la regiôn  800-625 cm  ^ solo cabe desta ca r la banda 
a 720 cm ^ , que pr és enta muy poca i nte ns idad y nos indica la - 
ausencia de cadenas mayores de 4 grupos de CH2 seguidos, con 
lo cual se puede as egurar  que las mo l ê c u l a s  no han sido tan so_ 
lo oxi dadas sine que también han sido a c o r t a d a s . Hay que tener 
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ciôn de esta banda con la de otros espectros, pues la concen--  
traciôn en la cêlula de 0,1 mm es mucho mayor que la utili za - 
da en estos espectros entre cristales  de ClNa.
Estirpe P-4
En la fracciôn pa r a f î n i c a  se puede observ ar d i f e r e n ---
cias notables debidas a la u t i l i z a c i ô n  muy selective de las pa 
rafinas lineales.
Las bandas co rr e s p o n d i e n t e s  a n-parafinas han disminui 
do de intensidad (pa rt ic ularme nt e la de 720 cm ^ ) m i e n t r a s  que 
las que correspon den a vi br a c i o n e s  de grupos metilo han aumen- 
tado (especialmente 1150, 1170, 970, y 930 cm ^ ).
La fracciôn a r o mâ tica no présenta tampoco en este caso
ninguna var ia ci ôn apreciable.
En cuanto a la fra cc iôn re sidual los datos que podemos 
obtener de ella son los siguientes:
En la regiôn 3500- 3100 de nuevo aparecen bandas de v i ­
braciones de tensiôn de OH alco hôlic os  (3400-3200) con fuerte 
asociaci ôn inte rm olecula r y v ibr ac iones del mismo tipo para OH 
carboxî lic os (3500-2300).
Entre 1800-1600 cm  ^ aparecen bandas hacia 1740 , p’r o b ^  
blemente exageradas por la banda muy fuerte 1710 y la banda -- 
1600 cm  ^ cuya intensid ad ha di sm inuido li ge ramente res pe cto  
al control. Tampoco esta esti rpe produce al par ecer in satura-- 
ciones. El hombro hacia 1740 cm  ^ sugiere la pre s e n c i a  de 0=0 
en êsteres ô aldehidos. La au s e n c i a  de una banda inte nsa hacia 
1250-1180, sugiere que se trata de aldehidos, pues como ya se 
ha indicado la banda de v i b r a c i o n e s  del enlace C-0 en êsteres 
son intensas y la p o s i c i ô n  muy fija.
En la regiôn 1600-800  , destaca la d i s m inuc iô n de las -
bandas a 1460 , 1365 y 1375 que ya han sido es tu diadas .
Aparecen ademâs très bandas muy c a r a c t er lstica s de v i - 
braciones de tensiôn del C-0 y flexion del 0-H en âc idos carbo_ 
xîlicos, 1410-20, 1300-123 5 y 940, que indica la p r e s e n c i a  de 
estos grupos funcionales.
La banda a 1010, la suponemos debida como siempre a vi^ 
braciones de tensiôn C-0 y flexiôn 0-H en alcoholes p r i m a r i o s .
Estirpe K-21
Las var i a c i o n e s  en la fracciôn p arafîn ic a son esencial 
mente iguales a las de la es tirpe anterior, por lo que prescin 
dimos de com en tarla s .
En la fr a c c i ô n  a r o m â t i c a  tampoco en este caso se obser 
van variaciones.
Tabla LXXVII
Numéro de onda de las bandas difere nc iales entre las d i s ­
tintas fraccio nes y sus c o n t r ô l e s .
Estirpe K - 2 1 .
Fracciôn para fînica Fracciôn aromâ tica Fracciôn r e s idual
1 3 0 0 - 8 0 0 (aumenta ) 3 60 0 - 3 1 0 0 ( a n c h a )(f )
1205 (aumenta ) 2800- 2 4 0 0 ( a n c h a )(m )
1170 (aumenta ) 1710 (a u m e n t a )
1150 (aumenta ) 1380 (a u m e n t a )
970 (a u m e n t a ) 1300- 800 (aumenta)
930 (aumenta ) 1290 (f )
915 (aumenta )
S in var iacione s 1240 (f )
720 (d i sminuye ) 1175 (f )
1130 ( m )
1010 (f )
890 (d)
820 (a u m e n t a )
Tabla LXXVIII
Nümero de onda de las bandas d i fere nc iales entre las dis 
tintas fracciones y sus c o n t r ô l e s .
Est irpe P - 3 4 .
Fracciôn parafînic a Fracciôn aro mâtica Fracci ôn re si dual
1300-800 (aumenta) 1705 (m) 3600- 310 0 ( a n c h a )(f )
1170 (aumenta) 2800- 2 40 0 ( a n c h a )(m )
115 0 (aumenta ) 1710 (a u m e n t a )
97 0 (aumenta ) 1635 (d)
720 (disminuye) 1610
1155
(d i s m i n u y e ) 
(m )
* Las bandas a 1260, 1110 ( m )
1100, 1020 y 800 
cm ~ ^co rr esponde n a
1030 (a u m e n t a )
890 (d)



































En la fracciôn residual se apuntan las siguientes ca- 
r a c t e r î s t i c a s . En pr im er lugar la in tensidad de la banda OH de 
al coholes 3500-3100, que suponemos apoyada en la banda también 
muy intens a a 1010 cm ^ . El aspecto de esta banda ancha, c o i n ­
cide con el de otras que han sido asignadas de igual ma nera en 
espec tro s anteriore s .
Se observa también la d i s m inuci ôn  de inte nsi dad de 
las bandas p a r a f i n i c a s  y part ic u l a r m e n t e  cor respo nd ientes a 
grupos me til o (2800-3000 y 1300-1500),
Las bandas de la regiôn 1800-1600 pr ese nta n el mismo 
aspecto que en el caso anterior, pero la de 1710 cm  ^ no esta 
asociad a a otras bandas  que pueden decidir sobre su n a t u ra leza 
car box îlic a,  tal vez porque el esp ec tro esta hecho con menos - 
co n c e n t r a c i ô n  de muestra.
Las bandas entre 1100 y 1300 cm ^ , aunque de gran i n ­
tensidad, no pe rmit en  anadir nada a la asi gn aciôn de las ban-- 
das c ar bo nilic as  .
F i n a l m e n t e ,_a pesar de la d ismin uc iôn de int ensidad - 
de la banda a 720 cm  ^ en la fracciôn parafî nica, estas cade —  
nas no ap arecen en fracciôn res idu al por lo que se puede dedu- 
cir que han sido acortadas en el metabolismo. La banda a 720 
cm  ^ es de muy dêbil int en sidad  en esta ûltima fracciôn.
Estirpe P-34
En la fracciôn p a r a f î n i c a , se observa una ut il i z a c i ô n  
sel ectiva de cadenas lineales, no tan marcada como en las dos 
estir pes  anteriores.
En la fracci ôn aromâtica aparece una banda de mediana 
intensi dad  a 17Ô"5 cm- . A nu es tr o parec er  esto indica la pre-- 
sencia de un compuesto oxidado que por su carâcter muy a r o m â t ^  
co ha sido incluido en la fracciô n bencénica. Sin embargo es - 
imposible de ci dir  nada sobre la n a t u ra le za de la banda C=0 c o - 
rre s p o n d i e n t e .
En la fracciôn residual las bandas de OH alcoholicos 
son de poca int en sidad  compara das con las de otros espectros.
La ab sorciô n entre 3500 y 2300 indica OH carboxîlicos.
En la regiôn 1700-1600 ap are cen ademâs de las bandas 
a 1710 y 1600 (esta ûltima de mayor int ensidad  que en el con-- 
trol) una nueva a 1630 que debe c o r r e s p o n d e r  a dobles enlaces 
no conjugados. Esta hipôte si s se basa en la presencia de las_- 
bandas a 890 (mâs intensa que en otros espectr os) y a 790 cm  ^
(que aparece aquî por pr im era vez). La p r e sen ci a de estas b a n ­
das excluye la p o s i bi li dad de que este doble enlace s e a conju- 
gado, lo cual es de gran interês por la infor maciô n que supone 
sobre el tipo de me tabolismo . Por otra parte, la vibraciôn de 
tensiôn de este doble enlace (C=C) just ificarî a el ligero aumen_ 
to de ab sor ciô n hacia 3060 cm ^ ,
Las bandas a 1460 y 1365-1375 mu es tran la misma dismi 
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Nüïïiero de onda de las bandas difer encia le s entre las d i s ­
tintas frac ciones y sus c o n t r ô l e s .
Est irpe G - 3 9 .
Fracciô n pa ra fi nica Fracciôn aromâtica Fracciôn residual
720 (aumenta)
* N o t a : Las diferen-
cias a 1365, 1245, 
1205 y 1170 son de_ 
bidas a la presen- 
cia de restes de - 
isoctano en las 
mue stra s .
1755 (d) 
1705 (d)
3 6 0 0 - 3 1 0 0 ( a n c h a ) ( f ) 
2 8 0 0 - 2 4 0 0 ( a n c h a ) (f )










Nüme ro de onda de las bandas difer enciales entre las d i s ­
tintas fraccione s y sus c o n t r ô l e s »
Estirpe G -43
Fracciôn p a r a f I n i c a Fracciôn aromâtica Fracciôn res id ua l
1200 (aumenta) 1730 (f) 3 6 0 0 - 3 1 0 0 ( a n c h a )( f )
117 0 (a u m e n t a ) 1165 (f) 2 8 0 0 - 2 4 0 0 ( a n c h a ) ( f )
115 0 (a u m e n t a ) 675 (f) 1710 (a u m e n t a )
970 (aumenta) 16 0 0 (di s m i n u y e )
7 2 5 (a u m e n t a ) 1540 (d)








El resto de las bandas corresponde a vibraciones ya - 
estudiadas de enlaces C-0 y 0-H pero no permiten obtener d a —  
tos. En este espectro la mas intensa aparece a 1155, 1110 y
1,0 30 cm con esta bandas se podrîa pensar que es grande la
pro porc i ôn de âcidos carboxîlicos y dêbil la de alcoholes. En 
estes ultimes la banda hacia 1030 aparece dêbil a numéros de 
onda ligeramente me n ore s y de mayor intensidad.
Es L i rpe E-39
En la fracciôn para f i n i e a , destaca sobre todo la in-- 
tensidad de la banda a 720 cm'l que indica que se han utiliza 
do sobre todo parafinas ramificadas, h a b iendo aumentado en 
c o n s c c u e n c i a  la intensidad de la misma.
En la fracciôn aromâtica, las bandas de C=0 podemos - 
suponerlas aromâticas, al ir acom.panadas de una nueva a 675 
cm  ^, que impi ica una vibraciôn de flexion del CH fuera del - 
plu n o , distinta de las que teniamos. S i n embargo, dada la d ê ­
bil intensidad de estas bandas no cabe a signarlas ma s c o n c r e ­
te m e n t e .
En la fracciôn residual la banda de OH a l c o h olicos es 
un poco ma s intensa, y viene apoyada p or una banda a 1010 y - 
ta] vez influya a 1030 cm  ^, donde interfiere c on la banda 
c a ri; (SX i 1 ica .
Las bandas carboxîlicas son ma s débiles (3500-2700) y 
1o mismo o c u r r e c on la de carbonilos a 1710 cuya intensidad - 
r’cspecto al control aumenta ligeramente.
Es i n t e r esante observer aquî la relaciôn de intensida 
dos entre las bandas a 1710 y a 1460 y 1365-75, c o m p a rândolas
c o n otros espectros. En este caso, las bandas de vibraciones
d r g r' u p o s CH -, y C11 y son prnpor c ionalmente mas intenses, 1 o
q u iri'lim una mayor oxidaciôn en la molêcula ô mejor un "r e s
to" p a r a f inico mayor, aunque no son cadenas larges (banda a - 
7 20 cm  ^ m u y pequena).
En la r't'gLôn luoO-IVOO ha y que rese ller la presencia 
de una banda nueva a 16 3 5 cm  ^ lo que équivale a una insatura 
ci on de otro tipo distinto al que habla ya en e 1 gas-oil ori- 
i nal . Esta banda es bast ante intensa si se la compara c on la 
de 1 60 5 cm  ^ que p a r e c e que no ha variado. Va a co mpa nad a de -
b.jndas muy débiles en la region de flexiôn de enlaces CH ---
(000-625 cm ^ ) que permiten afirmar de nuevo que este doble - 
c n 1a c o no es conjugado (890 y 790 cm  ^).
En la regiôn 1300-900 destaca la banda intensa a 1170 
cm  ^ que, debe s e r en parte debida a grupos carboxîlicos (ya 
(| u e se observan ad e ma s bandas a 940 y 1290 aunque son débiles) 
y en parte a grupos alcoholicos.
Es t irpe G - 4 3
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cion de cadenas lineales, per las vibracion es en la i n t e ns id ad 
de las bandas de scritas para otros espectros. Se puede obser-- 
var ademâs e 1 hombro a 725 cm  ^ mas acentuado. Por la i n t e n s i ­
dad de la banda a 720 cm  ^ podemos de du cir  que las p a r afinas  - 
lineales han desa p a r e c i d o  casi en su totalidad.
En la fracciôn aro mâtica aparece una banda fuerte a 
1730 asoci ad a con otra banda a 675 cm ^ . Aunque es raro que se 
tr atara de un compuesto no aromâtico, cabrî a pensarlo; s in e m ­
bargo p r ecis am en te esta segunda banda excluye la pos ibil idad. 
Con mucha p ro ba bilida d se trata de un aldehido arom âtico cuyo 
ca rbonilo no esta conjugado. Este grupo aldeh id o harîa despla- 
zarse las bandas de vib raciôn hacia posicione s disti ntas y e s ­
te hecho exp l i c a r î a  la absorciôn  a 675, cuya inte nsidad es ade 
cuada. La regiôn 1250-1180 permite exclui r la p o s i b i l i d a d  de - 
un ester porque las bandas son exc es i v a m e n t e  débiles para la 
vibraciôn  de tensiôn C-0. Lo mismo podemos decir de la banda a 
1165 que ademâs estâ demasiado  baja.
En la fracciôn residual  e 1 carâcter c arb ox îlico de la 
banda a 1710 se puede suponer con bastante pr ob abilidad. Lo 
co n fir ma n las bandas a 3500-2300, 1410, 1290 y 940 cm ^ .
Hay que des ta car aquî también la desap a r i c i ô n  casi t o ­
tal de la banda a 1600 cm  ^ que a p a r ec er îa en la fracciôn res_i 
dual del es pectro control, que sin embarg o solo creemos debida 
a que la p r o p or ciôn de compues tos oxidados de la muestra origi 
nal ha di sm i n u i d o  con relac iô n al total de la muestra, s in que 
ne ce sariamente se hayan me ta b o l i z a d o  estos compuestos.
También es interesante notar la poca int ensidad de las 
bandas c o r r e s p o n d i e n t e s  a grupos CH g y C H 2 , e s p e c i a l m e n t e  esta 
ultima, pues también aumenta la relaciô n C H 3 / C H 2 a juzgar por 
la intensidad de las parejas de bandas 2855-2870, 29 25-2960 y 
1375-1460. Este hecho se hace mas patente c o m p ar ando estas bar^ 
das con la ca rbonîlic a de 1710 cm ^ , e indica e 1 "peso" que en 
estas molé cu les tienen los C=0 en rela ci ôn con los metilo s y - 
m e t i l e n o s .
En cuanto a OH al coh oli cos, en este caso deben ser muy 
escasos, si los hay, pues la banda entre 3500 y 2300 es mâs -- 
bien c arboxl li ca  a juzgar por su forma y hacia 1030-1000 cm  ^
no hay la abso rciôn tan marcada que se da en otros espectros.
4.7.2. - Cultive sobre la fracciôn p a r a f l n l c a .
Como ultima exp erie ncia, se hizo un cultive uti l i z a n -  
do la fracci ôn pa rafînic a como fuente ûnica de carbone, con-- 
s erv ando las demâs c o n d ic io nes idênticas a cultives a n t e r i o - - 
re s . La e st irpe ensaya da  fue la G-43, por ser e s pe ci almente  -
activa en la oxidac iôn y e 1 crecim ien to sobre parafinas.
Despuês de e x t raid os  los hi dr ocarburos re si duale s por
el mêtodo habituai ya desc rit o, se proce diô a un f r a c c i o n a ---
mi ento en la columna de c r o m a t o g r a f î a  usada en el e x p e r i m e n t o  
anterior, por la que se hic ie ro n pasar los siguientes eluyen- 
t e s :
Isoctano   150 ml
Eter su lfûrico   100 ml
Ac e ton a    100 ml
Pr opano l 1-2    150 ml
Los espectros IR de las dis tintas fracciones, una vez 
e l i m in ad os los d i s o l vent es , e stan rep rese ntado s en las grâfi- 
cas 211, 212 y 213, salve la ultima que no arrastr ô nada.
Asignaciô n de bandas y d i s c u s i ô n .
El espectro de la fracciôn parafîn ica  mu est ra  las mis 
mas v ariac io nes que en otros cases, demos trando, la u t i l i z a - -  
ciôn p r e f eren te  de ca denas lineales.
En la fracciôn etêr ea  aparecen compuestos oxidados de 
origen micr obian o,  pues hay que de st ac ar que la fracciôn de la 
que hemos par ti do carecî a a bs olutame nt e de elles. Lo mismo se 
puede decir para la fra cc iô n a c e t o n a .
La c o n s i d e r aciôn de estos dos espectros résulta de ---
gran interés, pues dé nota la presen ci a de dos "grades" de o x i ­
daciôn diferentes. Los e studi ar emos conjun tamen te seh al ando  
las di fe r e n c i a s  por r e g i o n e s .
En la re giô n 3500-2500, el espectro de la fracciôn été 
re a , mu estra la p r e s e n c i a  de vibracione s de tensiô n de OH de - 
n a t u r a l e z a  e x c l u s i v a m e n t e  car boxîlicos, mientras el de la frac 
ciôn ac eto na muestra ademâs OH a l c o h ô l i c o s .
La rel ac iô n C H 2 / CHg, es mener en el pr imer espectro - 
que en el segundo a juzgar por la intensidad de las parejas de 
bandas a 2855, 2870 y 2925, 2960. Teniendo en cuenta la i n t e n ­
sidad de este grupo de bandas  en re laciôn con la de v ib ra cio--  
nes del 0 =0 , pode mos a s e gur ar  que la var iaciôn en la relaciôn  
C H 2 / CH3 no se debe a la longitu d de la cadena (pues si la cade 
n a fuera corta la p r o p o r c i ô n  de grupos metilo serîa mayor) si- 
no a la p r e s e n c i a  en la p r i m e r a  fracciôn de restes isopropilo. 
Se trata pues de una fracc iôn de parafinas ram ifi ca das oxida- - 
das .
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En la regiôn 1800-1600, las bandas a 1710 cm  ^ deben - 
ser carboxîlicas, a juzgar por las bandas de la regiôn 1300-
800. Hay que sefialar la intensidad de esta banda en la f r a c ---
ciôn acetona, mâs polar que la otra y donde la a b s o rban ci a lle^ 
ga a ser casi t an grande como la de las bandas de vi braciones  
de Val en ci a C-H.
En cambio, esta misma banda es de menor  intens id ad en 
la fracciôn etêrea.
Las bandas a 1650, 1630 y 1600 c orre sp onden a la pre-- 
senci a de dobles enlaces, de los que la ul tim a indica una con- 
jugaciôn con el car bo ni lo y sôlo aparece en el esp ec tro de la 
fr acc iôn etêrea.
En la regiôn 1600-1300 las vi bracion es de flexiôn C-H 
d an bandas mâs intensas en la fracciôn etêrea que confirman lo 
anterior, ap arecien do ademâs en esta misma fracciôn el doblete 
a 1365 cm  ^ c a r a c t erî st ico de grupos isopropilo.
La banda a 1415 cm  ^ de flexiôn del C-0, apoya la idea 
del C=0 ca rboxî lico y su intensidad en ambos espectr os  c o n f i r ­
ma todo lo ant erio rmente dicho.
En la regiôn 1300-800 cm  ^ aparecen las bandas de t e n ­
siôn del C-0 y flexiôn del OH, siendo las de may or intensidad 
las de 1290, 1240 y 940 cm  ^ esta ûltima flexiôn del OH fuera 
del piano .
Finalmente, por debajo de 800 cm ^ , aparecen bandas de 
vibracion es  de flexiôn del CH en compuestos ins atur afl o s .
5. - RES UMEN Y CONC LUSIO NE S
En el pre sente trabajo, se ha comenzado  por re vi sa r 
la b i b l i o g r a f i a  existante sobre M icr ob iologîa  del Petroleo, - 
b i b l i o g r a f î a  que se hace par t i c u l a r m e n t e  abundante sobre todo 
en la dêcada 1960-70. Se descubre en esta p a n o r â m i c a  general, 
una p r o g r e s i v a  atensiôn creciente frente a prob lemas rel at i-- 
vos a la obt enciôn de pro duct os  quimicos de muy variad a i n d o ­
le , de ri vados  de la oxidaciôn m i c r o b i o l ô g i c a  de los dis tint os  
tipos de hidro ca rburo s. Es en este campo donde las bacteri as 
juegan un papel primo rdi al, que no es com parti do  por otros mi^ 
cr o o r g a n i s m o s  capaces de utili za r estos sustratos.
En cambio, para la pro du cciôn de pr oteinas  a l i m e n t ^  
cias, se u t i lizan mâs comû nm ente las levaduras por ser mâs fâ^ 
ciles de separar de los residuos de hid ro carburo s;  para los - 
cu ltivo s b a c t er ianos este problema es insalvable a escala de
p r o ce so s industriales. Estos ûltim os mi c r o o r g a n i s m o s  se e m ---
plean con éxito sôlo cuando se trata de hidroc a r b u r o s  gaseo-- 
sos, metano sobre todo, con los que no existen las di fi culta- 
des de separaciôn.
En n u e st ra rev isiôn, hemos at endido e s p e c i a l m e n t e  a 
las bacter ias d e s t acan do  los estudios de tipo sis temâtico, 
muy esca sos por otra parte, y aquellos que se ref ieren  a la - 
e spec ificidad frente al sus trato  y a las vias me ta b ô l i c a s  de
oxidaciôn, siendo estos ûlti mos con mucho, los mâs a b u n d a n ---
tes .
La bi bl i o g r a f î a  es escasa en trabajos refe re ntes a 
fra cc ione s industrial es de pet rôl eo que, s in embargo, son las 
de mayor u t i li dad como mate ria prima de bajo coste . Hemos ele 
gido el gas-oil por ser el producto mâs asequib le a la o x i d a ­
ciôn mi cr o b i a n a  debido al tamaho de sus molécu la s y a la baja 
so lubil id ad  en agua. De hecho esta es la fracciôn que con mâs 
as iduidad se u t iliza en la prâct ic a para la obtenciôn de p r o ­
ductos a lim en ti cios que ya se emplea i n d u s t r i a l m e n t e .
Nue str o objeti do ha sido estudiar, desde un punto - 
de vista sistemâtico, la oxidaciôn b a c t eriana  del gas-oil, para 
lo cual hemos ido cu mpliend o las siguientes etapas :
a - Estudio de los medios selectivos de a i s l a mi ento 
de bac terias capaces de u t i lizar distintos hi-- 
d ro ca rburos  como ûnica fuente de carbono.
b - Selecciôn y clasi f i c a c i ô n  de las estirpes que - 
p re se ntaron  mejor cre cimient o sobre gas-oil. 
Asîmism o se est ud ia ron div er ses tipos de gas-oil 
de comp osiciôn quîmica y puntos de ebullici ôn  - 
inicial y final muy diferentes.
c - D e termin ac iôn de las condicion es ôptimas de cul- 
tivo, incluîdo el medio salino, fuente de ni tr ô- 
geno, agita ciôn y pr op o r c i ô n  de h i d r o ca rb ur o .
d - Estudio anal ît ico por e s p e e t r o s c o p i a  IR del g a s ­
oil elegido, con as ig n a c i ô n  de las bandas f o n d a ­
mentales, y armôn ic os y combi n a c i o n e s  de inter-- 
pretaciôn mâs segura.
e - F r a c c i o n a m i e n t o  del ga s-oi l por c r o m a t o g r a f î a  de 
ab sor ciôn en colu mna y es tudio e s p e c t r o s c ô p i c o  - 
de las f r a c ci on es obt en idas por este p r o c e dimi en  
to. Esto supuso es tud ia r un pr o c e d i m i e n t o  croma- 
togr âf ico que se a d a pt ara a nue stras  condic iones 
y n ecesida de s de muestras.
f - Cultivo de las estirpes s e l e c c i o n a d a s , sobre las 
frac ci ones anteriores. Ex t r a c c i ô n  de 1 hidro ca rbu 
ro re sidual  y anâlisis por e s p e c t r o s c o p î a  IR de 
las m o d i fi ca cio nes a pa re cidas en el mismo.
g - Sep ara ciôn de la fracciôn p a r a f î n i c a  total en -- 
dos partes, una de pa r a f i n a s  lineales y otra de 
pa ra fi nas r a m i f i c a d a s  y cîclicas.
Esta sep arac iô n se re ali zô por el p r o c e ­
dimiento de formaciô n de aductos con urea.
h - Cultivo de las ba ct erias sobre las dos fraccio-- 
nes ant er iores  y estu dio  e s p e c t r o s c ô p i c o  del e x ­
tracto de h i d r o c a r b u r o s  residuales.
i - P a r a l elame nt e se hizo un estudio de la acciôn
b a c t er ia na sobre dos pr o d u c t o s  puros, pe nt adeca-  
no y t e t r a m e t i l p e n t a d e c a n o  (pristano) para c o m p £  
rar los res u l t a d o s  con los de las mezclas de p a ­
rafinas lineal es y p a r af inas ramificadas.
j - Disefio de un idades  ferment ad ore s que nos permi - - 
tieran es t u d i a r  las ca r a c t e r î s t i c a s  y co nd ici o-- 
nes de cu l t i v o  a mayore s escalas. En estos fer-- 
m en ta dores se cul tiva ro n solamente las estirpes 
de mayor crecimien to , e m p l e ân dose siete litros de 
medio salino y gas-oi l co mp lète como ûnica f u e n ­
te de carbono .
k - F r a c c i o n a m i e n t o  del e x t racto  de los cultivos a n ­
teriores por un p r o c e d i m i e n t o  identico al que se 
ut il iz ô con el gas-oil, para el que se acomoda-- 
ron las dime n s i o n e s  de la columna de cromatogra- 
fîa.
1 - Estudio por e s p e c t r o s c o p î a  IR de las fracciones 
obtenidas en el e x p e r i m e n t o  anterior, que nos 
permitiô separar los pr o d u c t o s  de oxidaciôn for - 
mados de 1 total de h i d r o c a r b u r o s  extraîdos de 
los cuit i v o s .
m - Fi na lme nte se hizo un c u l tivo sobre la fracciôn 
pa r a f î n i c a  total del gas-oil empleândose el fer- 
mentador, y e li giéndo se  la est irpe de mayor r e n - 
dimiento. Del extracto  de este cultivo se sépara 
ron di ver sa s fr accion es  por cr omatografî a de ad~
sore iôn en columna, con el u y e n t e s  de pol a r i d a d 
c r e c i e n t e , para separar c o m p u e s t o s  oxidados d i ­
ferentes. Estas fraccio ne s fueron estudiadas 
por e s p e c t r o s c o p î a  IR.
A la vista de los re su l t a d o s  o b t e n i d o s  podemos sa-- 
car las sig uientes  c o n c l u s i o n e s  sobre la oxi d a c i ô n  b a c t e r i a n a  
de h i dr oc arbur os , e s p e c i a l m e n t e  del ga s-oil y sus fracciones:
1 - Las têc nic as de a i s l a m i e n t o  u t i l i z a d a s  permit en
a isl ar una flora b a c t e r i a n a  ab undante  y varia-- 
da, cuando se parte de tier ras ex puestas d u r a n ­
te cierto tiempo a la p r e s e n c i a  de hidro c a r b u - -  
r o s . La p r e p a r a c i ô n  de medi os s olid if icados con 
agar nos sirviô para seguir el p r o c e d i m i e n t o  de 
las d i l u c i o n e s  sucesivas, m a n t e n i é n d o s e  las --- 
e m u l s i o n e s  p e r fec tam en te e s t a b i l i z a d a s  debido  - 
p r o b a b l e m e n t e  a la p r o p i a  p r e s e n c i a  de agar. En 
estos medios las colonia s aunque de pequefio ta- 
m a n o , de stacan p e r f e c t a m e n t e  y son faciles de - 
separar. La litera ture, sin embargo, no cita 
n i ngûn  medio sôlido, h a b iendo sido estu diado s - 
por n o s otros los que se u t i l i z a r o n  en este t r a ­
bajo.
2 - De las estirpes aislad as se selec c i o n a r o n  40
por su buen c r e c i mi ento sobre gas-oil, entre 
las cuales estân r e p r e s e n tados los gêneros de - 
ba c t erias que han sido citados en diferentes 
trabajos por su ca pac idad de at ac ar  h i d r o c a r b u ­
ros, con la ex cepciôn  de M y c o b a c t e r i u m  del que 
no se en contrô n i ng un a estirp e en las muestras  
ensayadas. S in em ba rg o este gënero es reco no ci-  
do por su capacidad de atacar las parafinas.
Las pr uebas  m o r f o l ô g i c a s  y fisiol ôg icas re aliza 
das con estas est irpes nos p e r m i t i e r o n  en algu- 
nos casos llegar a niv el de especie en su clasi 
ficaciôn  y en otros sôlo a ni ve l de gënero. Se 
hic i e r o n  ademâs de las clâ si cas, una serie de - 
p r u ebas en ca m i n a d a s  a conocer la capacidad de - 
estas ba cteria s para crecer en h i d r o ca rb uros de 
varios tipos, d e t e r m i n â n d o s e  ademâs en ellas 
los tiempos n e c e s a r i o s  para la ada pta ciôn a e s ­
tos sustra tos, p r o l o n g â n d o s e  los periodos de in 
c u b aciôn hasta 22 dias. En algunos casos los -~ 
tiempos de ada pt aciôn fueron e x t r a o r d i n a r i a m e n t e  
largos .
3 - Los gêneros e s t u dia do s en n u e s t r o  trabajo fueron
los siguientes:
Ba c t e r i a s  grampo sitiv as  6 g r a m - variabl e s Bacterias g ramn eg ativas
G. C o r y n e b a c t e r i u m  (3 especies)
G. A rt hroba ct er  
G. B r e v i b a c t e r i u m  
G. Nocard ia  
G. Strep tomyces 
G. M i c r o coc cu s
(2 especies ) 
(3 especies ) 
(5 esp ecies  ) 
(1 especie )
(5 espec ies )
G. Pseudomonas (19 especies) 
G. A c hrom ob acter (1 especie) 
G. Alcaligenes (1 especie)
4 - El estudio de las c o n d ic iones ôptimas de cultivos 
en medios liquides, diô resu ltados no siempre ho- 
m o g ê n e o s , hecho has ta ci ert o punto lôgico dada la 
diversidad  de est irpes bac teria na s ensayadas. S in 
embargo, se p u d ieron fijar ciertas con dici on es -- 
que en la mayor parte de los casos dieron buenos 
r e s u l t a d o s .
La fuente de n i t r ô g e n o  mejor ut ilizada  
fue el ClNHi+j hecho ya com proba do  para algunas e£  
pecies en la bibli ograf îa . También dieron buen re_ 
sultado P0 i+H2N H 4 y N O 3N H 1+, de las que la primera 
sal es muy u t i l i z a d a  en este tipo de medios de 
c u l t i v o .
En cuanto a la c o n c e n t r a c i ô n , no son cla- 
ros los r es ul tados,  siendo la de 5 gr/litro la 
que se elig iô porque diô c recimie nt os altos.
La cantidad de hid rocarbu ro, para las v e - 
locidades de agitaciôn relativ am ente bajas emplea 
das, debe ser pe queha para obtener buenos rendi-- 
mientos . Se eligi ô por ello la cantidad men or que 
pe r mit îa  su fi cient e m u e s t r a  para hacer el espec-- 
tro IR.
Este res u l t a d o  es también normal si se 
tiene en cu enta que el cre cimie nt o depends sobre 
todo de la su pe rfi cie de contacte entre el medio 
acuoso y el hidroca rburo.
5 - De los ocho tipos de gas-oil de disti ntas proce-- 
dencias ensa yados, se eligiô el designado como -- 
"gas-oil ligero de vacîo" que diô los valores mâs 
altos de cre c i m i e n t o  para la mayorîa de las estir 
pes ensayadas. El esp ec tro IR de este pro du c t o  -~ 
muestra un co ntenido  mâs alto que los otros en pa 
rafinas , a excepci ôn  del gas-oil pesado de vacîo, 
que muestr a s in em bargo un punto de cong el aciôn  - 
mâs alto, lo cual no favorece el c recimie nt o bac- 
teriano por lo que hemos podido comprobar.
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6 - El f r a c c i o n a m i e n t o  c r o m a t o g r â f i c o  pu esto  a punto
en el présente trabajo, perm ite obtener una p r i ­
mera fracci ôn p a r a f î n i c a  e x en ta a b s o l u ta me nte de 
h i d r o c a r b u r o s  aro mâ ti cos y de compuesto s oxida-- 
dos p r é s entes  en el gas -oil original. El espe c-- 
tro i n f r ar rojo de esta fracc iô n no deja lugar a 
dudas a este respecto. En cu anto a la fracci ôn - 
aromâtica , el simple est udio del espect ro  IR no 
permite ase gu rar su pureza, aunque tanto los d a - 
tos ob ten idos del anâlisis elemental  c u a n ti ta ti- 
v o , del îndice de r e f r a c c i ô n  y de la co mparaci ôn  
del es p e c t r o  IR con el de c once nt rados co mer cia - 
les de por lo menos el 98% de co nteni do en a r o m ^  
ticos nos hace suponer que la se pa raciôn ha sido 
correcta. En esta fra cciôn no aparecen ta mpoco - 
p r o d u c t o s  oxidados, segûn indica el espec tr o IR 
c o r r e s p o n d i e n t e .
El p o r c entaje  de cada una de estas f r a c ­
ciones en el gas-oil co mpl eto fue de 82,4% de p ^  
rafinas, 16,2% de aro mâ ticos y 1,4% de fracciôn 
residual, porc e n t a j e s  c al cu lados en peso.
7 - La sepa ra ciôn de las pa r a f i n a s  por formaciôn de
aductos con urea se hizo re pi t i e n d o  hasta  très - 
veces el p r o ce so  completo, lo que segûn autores 
es sufi ciente para obte ner entre el 95 y el 97% 
de n - p a r a f i n a s  aisladas. Los espe ctros  inf rarro- 
j os de las dos fracci on es obtenid as,  re vel an la 
po si bl e p r e s e n c i a  de p a r a fi na s ramific ad as en la 
fracciôn de lineales aunque en muy es casa proper^ 
ciôn. Como era de esperar, el punto de congé l a - - 
ciôn des ci en de c o n s i d e r a b lem en te en las par af i-- 
nas lineales, re s p e c t o  de la mezcla p r i m i t i v a  -- 
siendo esta fracciôn sôlida a temp e r a t u r a  a m b i e ^  
te .
Por otra parte, el estudi o de los e s p e c ­
tros IR de ambas fracciones, y de las a n t e riormen  
te obt eni das, facilita la asignaci ôn de ciertas 
bandas, por su pr e s e n c i a  o int ensid ad en una u - 
otra de las fracciones.
El conte ni do en para fi nas lineales, r e s ­
pec to  del total de pa rafinas  fue calcula do en el 
26,5% ha ll â n d o s e  el 69,2% de r a m i fi cadas y per-- 
di e n d o s e  el 4,3% restan te  en los sucesivos pasos 
intermedio s,  todas estas c antidad es  medidas en - 
peso.
8 - El e studio por e s p e c t r o s c o p î a  IR del gas-oil l i ­
gero de vacîo y las frac ci ones obt enidas del mis 
m o , nos permi t e n  obten er la siguiente inf or maciô n 
general ;
A). Se trata de un ga s- oil de conte nido par af îni- 
co alto (lo cual queda con firma do por los da- 
tos an te r i o r m e n t e  citados) con cadenas l i n e a ­
les de elevado nûmero de âtomos de ca rbono a 
juz ar por la in tensidad de la banda a 720
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B). Las cadenas r a m i f i c a d a s  pres en tan ab u n d a n t e s  
grupos is opropil o y un e s que le to lineal con 
mâs de cuatro âtomos de carbono, po lo que - - 
también estos e s p e ctros presentan  abs o r c i ô n  
a 720 cm ^ . El hombro hacia 730 cm  ^ indica 
que hay ademâs cadenas mâs cortas en esta 
f r a c c i ô n , pero es de débi l intensidad. T a m - - 
bién el es pe ctro i n f r arrojo  de esta fracciôn 
nos hace suponer la au s e n c i a  de ci cl o p a r a f i -  
nas o, al menos, su escasez.
C). En cuanto a la fr acc iôn aromâtica,  el e s p e c ­
tro IR implica la p r e s e n c i a  de mucha s s us t i - 
tuciones a lifâti ca s en los anillos, hecho 
que se basa en la c o n s ideraciôn de una  serie
de bandas gue apa re cen entre 20 00-1600 y ---
900-700 cm ^ . La po s i c i ô n  de estas susti tu-- 
ciones no puede queda r bien e s t a b l e c i d a  en - 
un es p e c t r o  tan complejo, pero se discute 
brevement e en este trabajo.
D). El espectro IR del ga s-oil  completo parece - 
indicar la a u s en ci a de h e t e r o c i c l o s  y asi -- 
queda c o n f ir mado por los datos del anâlisis 
eleme nt al del mismo.
E). Del es pe ctro IR de la fracciôn res idual, se 
puede de du cir  que el es q u e l e t o  h i d r o c a r b o n a -  
do que sop orta las funciones oxigena das que 
aparecen en esta fracciôn, es en buena  pro-- 
porciôn de n a t u r a l e z a  para fî nica, con cade -- 
nas de pequefio tamaîio, i n sa tu racione s no aro 
mâticas (al menos no p r e d o m i n a n t e m e n t e ) y -- 
con absorciô n fuerte de grupos C=0 muy pro ba 
blemente de n a t u r a l e z a  carboxîlica. Algunas 
bandas débiles en este es pectro  p e r miten  ade 
mâs r e c onoc er  la p r e s e n c i a  de alco holes a u n ­
que en pequeha  pro po rciôn.
9 - Los cultivos re a l i z a d o s  con cada estirpe sobre - 
las disti ntas fr acciones nos p r o p o r c i o n a n  i n f o r ­
maciôn sobre el tipo de m o l é cul as  p r e f e r e n t e m e n -  
te uti lizad as  as î como sobre los compuestos  o x i ­
dados que se acumul an  en el medio de cultivo.
Se ha hecho ademâs una v a l o ra ciôn cuanti 
tativa de la d e s a p a r i c i ô n  de cadenas p a r a fî ni cas 
lineales, u t i l i z a n d o  para ello la inten sidad de 
la ban da a 720 cm  ^ y de la cantidad de c o m p u e s ­
tos oxidados acumulados, mi diendo la abso r b a n c i a  
de las bandas en la regiôn 1700-1800.
Las c o n s e c u e n c i a s  que se pueden extr aer  
de estas e x p e r i e n c i a s  son las siguientes:
A). En cuanto a los com puest os  ali fâtico s,  salvo 
r aras e x c e pcion es  se co n s u m e r  m e jo r en el me - 
tabolis mo  los de cadena  lineal, sobre todo 
cuando se en cu e n t r a n  en estado liquid o a la - 
t e m p e r a t u r a  de cultivo. Por ello, las p a r a f i ­
nas lineales separadas del resto de la frac-- 
cion p a r a f înica, no dan los valo res de c r e c i ­
miento que serîa lôgico esperar, por tener un 
punto de c o n g e l a c i ô n  d e m a s i a d o  elevado.
B). Sin embargo, las pa r a f i n a s  r a m i f i c a d a s  dan va 
lores de c r e c i m i e n t o  ma y o r e s  de lo esperado, 
tal vez por el hecho de tener un esque le to l£ 
n e al de bastante longitud. En esta fracciôn - 
se acu mu la n may or cantid ad de co mpuestos o x i ­
dados que en la anterior, a juzgar por las --
bandas intensas de v i b r a c i o n e s  de tensiôn ---
C = 0. La e x p l i c a c i ô n  de este he cho  es perfects^ 
mente lôgica, pues las m o l é c u l a s  m o l é cu las 
oxidadas de p e q ue no tamaho  y con r a m i f i c a c i o -  
nes son muy d i f î ciles  de m e t a b o l i z a r ,  por lo 
que quedan como restos i n a s e q u i b l e s  para las 
bacterias. El estu dio de los pro d u c t o s  de ox_i 
daciôn formados por la esti rpe  G-43 a pa rti r 
de par af inas con fi rma como v e r em os esta supo- 
siciôn. Las cadenas lineales, en cambio, no - 
sôlo se oxidan sino que son u t i l i z a d a s  por
c omple t o por m e c a n i s m o s  de b e t a - o x i d a c i ô n .
C). Re spe cto al p e n t a d e c a n o  y al t e t r a m e t i l p e n t a ­
decano, p en sâbamos  ob tener valore s de creci --
miento mâs altos que los c o n s eguid os , e s p e ---
ci alm ente con el primero. La e l e cciôn de este 
product o se debiô a que era liquide a tempera 
tura ambiante, es ta ndo s in e m ba rg o compre nd i - 
do en el mârgen de d e s t i l a c i ô n  del gas-oil. - 
P o s i b l e m e n t e , el hecho de tene r un nûmero im- 
par de âtomos de carb ono haya influîdo negati 
vamente en el c r e c i m i e n t o  b a c t e r i a n o .
El pr i s t a n o  fue e n s ay ad o pens and o en 
que, por ser un pr o d u c t o  muy ex tend id o en la 
n a t u r a l e z a  y e s p e c i a l m e n t e  en el suelo p r o c é ­
dante de restos vegetales , serîa de gradad o  
con facilidad. Aquî los r e s u l t a d o s  fueron mâs 
variados, pero se u t i l i z a r o n  i n d u d a b l e m e n t e  - 
mejor los prod uc tos r a m i f i c a d o s  del gas-oil.
D). En las pru ebas con la fra cc iôn ar omâtica  t a m ­
bién el c r e c i mie nt o de las b a c t e r i a s  es muy - 
notable y ex cediô a lo que se esperaba. S in - 
e mb argo este estudio r e q u e r i r î a  otras técni-- 
cas para con cr etar los r e s u l t a d o s , porque el 
es pec tr o in fr arrojo  de esta fra cciôn  résulta 
e xc es i v a m e n t e  complica do e impide apreci ar 
las bandas débiles que se hayan podido f o r m a r .
10 - Atendie ndo a los distint os  grupos sis tema ticos se 
observa lo siguiente:
A) . Las estirpes grampos it ivas util izan m a jo r las 
par af in as que las g r a m n e gativas , ocu r r i e n d o  - 
lo con trari o para la fra cci ôn aromâtica.
B). Entre todos los gêneros es tudiados fue N o c a r ­
dia el que diô los va lo re s mâs altos de creci 
m ien to y las bandas mâs intensas de oxi da ciôn 
en los cu ltivos  sobre fracciones par af în icas, 
incluîdos p e n t a d e c a n o  y t e t r a m e t i l p e n t a d e c a n o .
C). Dentro de las estirp es del G . Ps eudomon as va-- 
rîa mucho  el c o m p o r t a m i e n t o  de las distinta s 
especies siendo las de P . aeru gi nosa las que - 
c r e c i e r o n  y oxi da ro n mej or  los a l c a n o s .
D). El tipo de pr oducto s oxidados que se acumul an  
en el medio, por lo que se deduce del estu dio 
de los es pe ctros IR, depende mâs del sus trato 
que del m i c r o o r g a n i s m o  siendo similares a v e ­
ces para especi es y gêneros diferentes.
E). Sin embargo, el aspecto de la regiôn 1700-1800 
cm 1 es p e r f e c t a m e n t e  rep rodu ci ble y c o n s t a n ­
te para una estirpe frente a un sustrato de-- 
terminado  y varia poco para las estirpes del 
mismo gënero siendo, en cambio, muy dif e r e n - -
tes para  las de dist intos gêneros, por lo ---
cual tiene un gran valor sistemâtico. Ello im 
plica que c u a n t i t a t i v a m e n t e  los produ ctos de 
oxi da ciôn  formados varîan para grupos sistemâ 
ticos distintos.
11 - El est udio c i n ê t i c o  r e a lizad o para la estirpe P-34
de P s e u dom on as  ae ruginosa,  m u estra  una rel ac iôn - 
lineal entre el c re ci miento de la misma y la dis- 
mi nuc iô n de int en sidad  de la banda a 720 cm ^ , es 
decir, la d e s a p a r i c i ô n  de cadenas para fîn icas l i ­
neales. Lo mismo podemos decir para el au me nto de 
int en si dad de la banda c a r b o n î l i c a  a 1710 cm ^ .
12 - Las u n i da de s f e rmentad or as uti liz adas en este tra
bajo, p r o d u j e r o n  rend i m i e n t o s  altos y fac il itaro n 
c o n s e c u e n t e m e n t e  el e s t udi o de los espectros IR - 
de los p r o d uc tos de o x i d aciô n formados.
Se el i g i e r o n  para  su cultivo las estirpes 
de mayor c r e c i m i e n t o  entre el mayor nûmero de g ê ­
neros posibles.
Los resulta do s obten idos tras estas e x p e ­
riencias sir v i e r o n  para asegu ra r la asignaciô n de 
bandas que por ser muy débiles no estaban claras 
en los e s p ec tr os anteriores. Basândo nos pues en -
ellos es tudiaremos las siguientes regiones del es_ 
pectro:
A). Region 3500-2500. Se e n c u e n t r a n  dos bandas su_ 
perpuestas, cuya d i f e r e n c i aciôn sin embargo 
nos parece posible por su asp ecto general.
Las vi br aciones de tens ion de enlaces 0-H en 
al coholes dan una banda ancha hacia 3400 cm ^ ; 
en cambio estas mismas v i b r ac iones para aci-- 
dos carboxîli cos muest r a n  abs or ci ôn en una zo 
na que ocupa toda la regiôn.
B). Region 1800-1700. Ap arecen las bandas debidas 
a vibraciones de tension del C=0. Las situa-- 
das a nûmeros de onda mâs altos (1750 cm M  - 
pa recen indicar la pr e s e n c i a  de êsteres. Sin 
embargo, mâs fr ecue n t e m e n t e  aparecen hacia 
1735 y 1710 cm ^ . La pr im er a de ellas la he-- 
mos supuesto de aldehidos por razones ya sefia 
ladas, aunque no se puede exc luir la prese n- - 
cia de êsteres en pequefia proporciôn. La se-- 
gunda responde al mismo tipo de vibr acione s - 
para carbonilos cetônicos  ô de âcidos carboxî 
licos, y para d i f e r e n c i a r l a s  es preciso acu-- 
dir a otras bandas ya d i s c u t i d a s . En los e s -- 
pectros pre sent ados, esta banda es con mayor 
frecuencia, carboxîlica.
C). Regiôn 1700-1600. Aparece n aquî las v i b r a c i o ­
nes de tensiôn de enlaces C = 0 que seîialan la 
ap ariciôn de ins at uraciones. Por la situaciôn 
de estas bandas se puede decidir sobre si el 
doble enlace es co nj ugado ô no.
D). Regiôn 1300-800. Las bandas de vibr aci ones de 
te nsiôn del C-0 y flexiôn del 0-H que se dan 
en esta zona nos p e r m i t i e r o n  en algunos casos 
dec idir sobre la n a t u r a l e z a  del com puesto ox_i 
genado principal.
E). Finalm ente la regiôn 800-625, ademâs de s e r -- 
virnos para est udiar  la u tiliz ac iôn de cade-- 
nas lineales (banda a 720 cm M  présen ta  a ve_ 
ces bandas ûtiles para el estudio de las ins£ 
turaciones f o r m a d a s .
13 - El cultivo de la estirpe G-43 del gênero Nocar dia 
sobre la fracciôn par a f î n i c a  del gas-oil, utili-- 
zando el fermentador, fue ûtil para estudiar los 
p ro d u c t o s  de oxidaciôn  formados por esta bacteria. 
Como hemos indicado a n t e r i o r m e n t e , los pro ductos 
mâs abundantes parece n ser âcidos carboxîlico s de 
cadena ramificada, lo cual en el espectro IR q u e ­
da muy claro por la p r e se ncia de un doblete a ---
1375-1365 cm ^ . Esto confirm ar îa nuestra idea de 
que este tipo de molé culas no puede ser m e t a b o l i ­
zado po s t e r i o r m e n t e  y, en c o n s e c u e n c i a , se acumu-
l a e n e l  medio.
La otra fra cc ion elu ida con acetona, es - 
mas escasa, de ma yo r pol a r i d a d  y p r é s e n t a  un es-- 
q u elet o par a f î n i c o  de ma yo r tamafto y sin restos - 
i s o p r o p i l o .
En esta e x p e r i e n c i a  el e s p e c t r o  de la ---
fraccion para f î n i c a  res tan te indica que fueron -- 
u t i l i z a d a s  mas del 90% de las cadenas p a r a f i n i c a s  
lineales , en el c r e c i m i e n t o  ba ct eriano.
14 - F i n a l m e n t e , es inte re sante ob s e r v a r  la sem ej an za 
que existe entre los espe ct ros IR de los pr od uc -- 
tos oxidad os p r é s entes  en el ga s- oi l ori ginal y 
los que se extr aen de los cultivos. Esto puede ha 
cernos sup oner que esa ox i d a c i o n  del gas- oil era 
p r o b a b l e m e n t e  del mismo origen.
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